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Resumen 
 
 
Título: Desarrollo y validación de métodos analíticos para la cuantificación de antifúngicos  
triazólicos en muestras biológicas: aplicaciones preclínicas y clínicas. 
 
Introducción. 
El tratamiento de las micosis sistémicas es uno de los principales retos a día de hoy en el 
manejo de la patología infecciosa. En los últimos años el arsenal terapéutico antifúngico para el 
tratamiento de la infección fúngica invasora ha experimentado una importante mejora. La 
aparición y comercialización de nuevas moléculas  con mayor actividad y menos toxicidad han 
modificado el tratamiento y el pronóstico de la infección fúngica. 
A pesar de ello, esta patología continúa siendo un problema médico de gran importancia debido 
a la elevada mortalidad/morbilidad asociada  en algunos grupos de pacientes inmunodeprimidos 
y, en menor medida, en individuos inmunocompetentes. Son varios los factores que condicionan 
la evolución de los pacientes con estas infecciones como son el estado inmunológico, las 
características del patógeno (principalmente la susceptibilidad a los antifúngicos), el tiempo 
trascurrido desde el establecimiento de la infección hasta el diagnóstico, así como un uso 
efectivo y seguro del fármaco. 
Los triazoles sistémicos forman parte de este arsenal terapéutico. Los antifúngicos del grupo de 
los triazoles se han convertido en fármacos de primera línea para el tratamiento y profilaxis de 
muchas micosis sistémicas. Este grupo muestra importantes peculiaridades farmacocinéticas y 
en consecuencia una  misma dosis administrada a diferentes pacientes puede dar como resultado 
concentraciones muy distintas, tanto plasmáticas como tisulares, lo que hace que estos agentes 
sean firmes candidatos a la monitorización terapéutica.  
La individualización de la terapia mediante la determinación de las concentraciones sanguíneas  
(monitorización) implica una mejora de la respuesta al tratamiento, una prevención de las 
reacciones adversas, un mejor manejo de las interacciones medicamentosas y en consecuencia 
un ahorro en costes derivados de tratamientos y dosificaciones inadecuados. El objetivo de la 
monitorización es, por tanto, aumentar la probabilidad de éxito terapéutico minimizando la 
toxicidad.  
Los estudios farmacocinéticos/farmacodinámicos en las diferentes poblaciones de pacientes 
tratan de definir la relación entre la dosis administrada y  el éxito o fracaso de una terapia, con el 
objetivo de definir un parámetro farmacocinético/farmacodinámico que ayude a predecir el 
éxito terapéutico.  
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Síntesis 
El trabajo de tesis que aquí se desarrolla persigue  implementar métodos analíticos válidos 
basados en cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y en métodos microbiológicos 
(bioensayos) para la cuantificación de  concentraciones sanguíneas de antifúngicos azólicos 
(itraconazol, voriconazol y posaconazol). Estos métodos se han desarrollado y validado para su 
aplicación en monitorización de  pacientes tratados, así como para el estudio  de la relación 
exposición-respuesta en  modelos animales de infección, tanto invertebrados como murino. 
Como ventajas generales de todos los métodos cromatográficos desarrollados destacar que son 
métodos rápidos, fiables, reproducibles, más exactos y precisos que los métodos 
microbiológicos y facilitan la toma de decisiones que impliquen cambios posológicos 
inmediatos; requieren pequeños volúmenes de muestra, lo que favorece la evaluación de estos 
fármacos en pacientes pediátricos y finalmente, permiten el uso rutinario en la práctica clínica, 
ya que han sido validados en el rango de concentraciones que permite realizar una 
monitorización eficaz. A su vez sirven como métodos de referencia para realización de estudios 
farmacocinéticos. En cuanto a las ventajas metodológicas relativas a las técnicas 
cromatográficas se pueden enumerar las siguientes; la fase móvil no necesita de aditivos 
adicionales (soluciones tampón) el uso de un compuesto de características químicas similares 
como control de extracción (ravuconazol) asegura un comportamiento cromatográfico similar al 
de los compuestos evaluados. Así mismo el método de extracción usado en los tres métodos 
cromatográficos desarrollados, asegura un porcentaje de recuperación de los tres antifúngicos 
mayor del 90%. Adicionalmente, el detector de arreglo de fotodiodos (PDA) proporciona 
espectros ultravioleta característicos que verifican la identidad y homogeneidad de los picos 
detectados, específicos de cada compuesto analizado.  
Los métodos microbiológicos desarrollados y validados para voriconazol y posaconazol, 
resultaron ser precisos, exactos y rápidos, con un tiempo de respuesta no mayor de 24-48 horas. 
Para la validación de un método microbiológico, además de  evaluar precisión y exactitud, es 
imprescindible realizar una validación cruzada con un método de referencia, para verificar que 
no exista variabilidad metodológica en ningún parámetro. La validación cruzada realizada con 
muestras clínicas de pacientes tratados con uno u otro fármaco estableció una correlación válida 
entre el bioensayo y el método cromatográfico de referencia, y por tanto la validez de los 
métodos para la monitorización de voriconazol y posaconazol en el laboratorio clínico. Los 
bioensayos evaluados y validados demuestran ser  fiables, precisos y baratos para monitorizar 
azoles en laboratorios clínicos de hospitales o laboratorios sin acceso a instrumentos 
cromatográficos. 
Se han evaluado también aspectos farmacocinéticos de posaconazol y voriconazol en dos 
modelos animales de aspergilosis invasora; un modelo murino (rata wistar inmunodeprimida) y 
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un modelo alternativo de invertebrado (Galleria mellonella) con el objetivo de establecer 
relaciones exposición-respuesta. Se han utilizado cepas sensibles y cepas resistentes de 
Aspergillus fumigatus para evaluar la validez de los modelos en el establecimiento de tales 
relaciones.  
El modelo invertebrado de  Galleria mellonella ha mostrado ser un modelo válido para estudios 
de virulencia y actividad antimicrobiana y corrobora que la patogenicidad de cepas de A. 
fumigatus con diferentes grados de  resistencia a azoles no se ve afectada por la adquisición de 
un determinado mecanismo de resistencia. Tampoco se ve afectada la capacidad de crecimiento. 
Se observó que el perfil de exposición de posaconazol y voriconazol, expresado mediante el 
AUC0-24, fue comparable a los descritos en otros modelos. 
En el modelo de rata en el que se utilizó posaconazol como profilaxis, se observó que la 
exposición al fármaco era similar en los dos grupos de animales, tanto en el grupo de los 
infectados por la cepa resistente como los infectados por la cepa sensible. Los resultados de este 
experimento, confirmaron la eficacia de un régimen de profilaxis a dosis superior a la estándar  
con una cepa de A. fumigatus susceptible, mientras que con la cepa resistente, la dosis 
administrada no mostró eficacia alguna y no se frenó la progresión de la infección. De igual 
manera, se demostró la utilidad de dos marcadores como son la carga fúngica y el índice de 
galactomanano para hacer el seguimiento de la progresión de la infección fúngica y la 
monitorización de la eficacia de  la profilaxis. 
En cuanto a los parámetros farmacocinéticos y la distribución observados en el modelo de 
infección por A. fumigatus, con la administración de posaconazol como tratamiento, se observó 
que un aumento de la exposición (expresada como la concentración en sangre) en función del 
aumento de la dosis. Resultados similares observados tanto en humanos como en ratones, 
permiten establecer la validez de este modelo como una herramienta adecuada para determinar 
la exposición real al fármaco.  
Fue evaluada la disposición y penetración en pulmón, fundamental para entender la eficacia del 
fármaco. Se observó que posaconazol distribuye muy bien a pulmones, donde la cantidad 
cuantificada es superior a la de suero. Las concentraciones encontradas en pulmón aumentaban 
en función de la dosis administrada, mayor concentración a mayor dosis. El aumento con la 
dosis más alta era menos evidente, lo que sugiere un equilibrio entre la concentración en suero y 
la concentración en pulmón (saturación en el lugar de infección). Se producía acumulación de 
posaconazol en el pulmón de manera clara. 
Respecto al estudio en pacientes tratados con voriconazol, el primer punto a destacar es la 
variabilidad de concentraciones séricas de voriconazol observadas en la población en estudio.  
Tampoco se puede afirmar que una vez alcanzados niveles terapéuticos, estos se mantienen 
dentro del rango terapéutico en posteriores determinaciones. Se observó una alta proporción de 
muestras en los que los niveles cuantificados fueron subterapéuticos y las principales causas 
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relacionadas de esta variabilidad son, en el caso de la vía oral, el incumplimiento así como la 
pobre absorción del fármaco, estado funcional del hígado o  comedicaciones. La monitorización 
de las concentraciones entre dosificaciones puede ser, en casos concretos y determinados, una 
solución para poder dar explicación a la presencia de estos niveles subterapéuticos, establecer 
una cinética individual para una dosificación a medida, predecir la cinética del fármaco y guiar 
el ajuste de dosis de una manera adecuada. Las asociaciones obtenidas en este estudio entre 
niveles valle y respuesta, proporcionan más datos a los ya existentes para apoyar la utilidad de 
la monitorización de voriconazol. La ausencia de respuesta fue más frecuente en los pacientes 
en los que los niveles valle estaban por debajo de 1µg/mL de manera persistente. 
Conclusiones 
1.- Los métodos analíticos han sido desarrollados y validados siguiendo los parámetros exigidos 
en las guías para la validación de métodos bioanalíticos de la Food and Drug Administration 
(FDA) y la European Medicines Agency (EMA).  
2.- Los métodos desarrollados y validados cumplen con los criterios de precisión y exactitud, así 
como con el resto de parámetros exigidos en los procesos de validación de métodos 
bioanalíticos, con lo que los métodos presentados son fiables y reproducibles.  
3.- La determinación de los niveles de voriconazol, posaconazol e itraconazol, muestran que las 
concentraciones séricas de los tres fármacos en los diferentes pacientes y en las diferentes 
muestras obtenidas de cada uno de ellos son muy variables, lo que unido a las características 
farmacocinéticas complejas expuestas en la revisión incluida en la introducción, justifican la 
monitorización de las concentraciones séricas de los tres fármacos. 
4.- En los modelos animales estudiados se establece una buena correlación in vivo-in vitro para 
ambos antifúngicos y definen un parámetro PK/PD similar a los ya expuestos en publicaciones 
previas, lo que permite establecer la validez de los modelos animales para la determinación de 
relaciones exposición-respuesta con antifúngicos. 
5.- La evaluación de la utilidad de la monitorización de voriconazol en pacientes en tratamiento 
presentada en esta tesis, muestra conclusiones interesantes que son corroboradas por 
publicaciones tanto previas como posteriores.  
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Abstract 
 
Introduction 
Invasive fungal infections are currently one of the most important issues in infectious diseases. 
In recent years, therapeutic arsenal has been increased and development of broad spectrum 
drugs with higher activity and lower toxicity has improved the management and prognosis of 
invasive fungal diseases. 
This infectious disease is still a very major clinical problem due to its high mortality and 
morbility rates. It is almost always associated to inmunocompromissed patients and, in lower 
frequency, to inmunocompetent patients. Evolution and prognosis of fungal infections are 
associated to other factors as inmunological status, pathogen features, time between the set up 
of infection and diagnosis and a rational use of the antifungal drugs. 
They kill the fungal cell due to the growth inhibition of the fungus cell wall. Triazole agents are 
first line agents in treatment and prophylaxis of systemic fungal infections. Due to their especial 
pharmacokinetic features, therapeutic drug monitoring (TDM) can be recommended in order to 
ensure blood and tissue concentrations. TDM implies an improvement in response to treatment, 
decreased in frequency of adverse events and drud-drug interactions. Therefore, there is a save 
in costs´ treatments and in adverse events. The final target of TDM is the optimisation of the 
antifungal therapy. 
Pharmacokinetic/pharmacodinamic studies are essential to define pharmacokinetic parameters 
to optimize and follow up the efficacy of the antifungal treatment. These studies should be done 
in different populations   (healthy and patients populations) in order to define the best 
pharmacokinetic parameter which defines the exposure to the drug and helps the clinician to 
manage the infection in a better manner. 
Synthesis 
The main objective of this thesis was to develop, validate and implement High Performance 
Liquid Cromatography (HPLC) and microbiological methods for quantifying blood 
concentrations of voriconazole, itraconazole and posaconazole. These methods were developed 
and validated to perform TDM in treated patients, as well as to establish exposure- response 
relationships in animal models (Galleria mellonella and wistar rats).   
Two different methodologies for quantification of triazole agents, HPLC and bioassay, are 
compared and described. Both methods offer interesting advantages. HPLC has been 
demonstrated as a more accurate, precise and faster methodology, being a useful tool for 
therapeutic drug monitoring and pharmacokinetic studies. HPLC method offers superior 
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precision and accuracy compared to the microbiological methods. Additional advantages such 
as a simple sample pretreatment procedure, the use of ravuconazole as ES (with similar 
chemical profile to ensure a comparable chromatographic behaviour) or the use of a simple 
mobile phase without buffers or additives make this a valuable method for triazole agents 
quantification. However, such facilities might not be available in all clinical microbiology 
laboratories whereas bioassay facilities are almost certainly available. The proposed bioassays 
have been shown to be a simple, inexpensive and reliable method for triazole quantification. 
The data demonstrate sufficient accuracy and precision in spite of the intrinsic variability 
described for this methodology. However, it is worth noting that bioassays have important 
limitations; first, bioassay quantifies the antifungal activity, but fails to identify the drug or its 
active metabolites. In addition, total inhibition zones can be modified by concomitant antifungal 
drugs, and therefore they might not represent correctly the serum antifungal concentration.  
The G. mellonella model of invasive aspergillosis appears to be a useful tool for studying 
pathogenicity, especially because there are clear correlations with findings from mammals. 
Conserved aspects of the innate immune response to microbial infection in insects and 
mammals may explain this correlation. As result of data presented here, the model is capable of 
showing either no virulence (heat-killed conidia) or equal virulence, as shown in wild-type and 
mutant strains. Our results suggest that acquisition of these particular azole-resistance 
mechanisms in A. fumigatus does not appear to have any impact in terms of virulence. The 
results also highlight the fact that insects may provide valuable early insights into virulence and 
pathogenicity and, in particular, may contribute to the generation of hypotheses that can be 
further tested in refined experiments in mammalian models. 
The G. mellonella model of invasive aspergillosis was also useful to evaluate the role of 
pharmacokinectic parameters to corroborate the lack of in vitro–in vivo correlations. In this 
regard, a wild-type strain and five A. fumigatus cyp51A mutated strains showing different azole 
susceptibility profiles were used to investigate the in vivo efficacy of voriconazole and 
posaconazole. Administration of both azoles improved the survival of larvae infected with 
susceptible strains. However, those larvae infected with resistant strains did not respond to 
treatment. The phenotype observed in vitro was found to correlate with the efficacy observed in 
vivo. Moreover, using this in vivo model, the pharmacodynamic target predicting therapeutic 
success (AUC0–24/MIC) was in the same range as previously described, allowing the use of the 
G. mellonella model to predict the azole susceptibility profile of A. fumigatus strains. 
The rat model objective was to collect pharmacokinetic (PK) information related to blood and 
tissue distribution of posaconazole in a particular animal model of invasive pulmonary 
aspergillosis. Pharmacokinetic parameters described in lung samples were systematically higher 
than those described in serum. After multiple-dose administration of posaconazole a significant 
accumulation of the drug was evident in lung tissue. Pharmacokinetic behavior of posaconazole 
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in this particular experimental model reflected human exposures, concluding that it might be a 
valid tool to evaluate posaconazole exposure-response relationship. The rat model of invasive 
pulmonary aspergillosis was also performed to explore the utility of galactomannan enzyme 
inmunoasssay (GM) and quantitative real time PCR (RT-PCR) to evaluate the association 
between response and exposure after a high dose of prophylactic posaconazole. Two different 
strains of Aspergillus fumigatus, differing on in vitro posaconazole susceptibility were used. 
Results demonstrated similar posaconazole exposure for all treated animals; however response 
to posaconazole was relied on in vitro susceptibility of infecting strain. After prophylaxis 
galactomannan index and fungal burden decreased only in those animals infected with the most 
susceptible strain. This model demonstrated that both biomarkers may be useful tools for 
predicting efficacy of antifungal compounds in prophylaxis when the exposure to the antifungal 
agent is the same in both groups of animals. 
As regards, the results from monitored patients, it was found a high inter- and intra-patient 
variability in the patients treated with triazole agents. Regarding the study in patients treated 
with voriconazole, the first point to note is the variability in serum voriconazole concentrations 
observed in the study population. It cannot be said that once therapeutic levels are reached, 
these levels are going to be maintained within the therapeutic range in subsequent 
determinations. In a high proportion of samples subtherapeutic levels were quantified .The main 
causes for this variability are related to oral administration, failure and poor drug absorption or 
comedications. The associations observed in this study between trough levels and response, 
provide more data to support the usefulness of therapeutic drug monitoring of voriconazole. The 
lack of response was more frequent in patients in whom trough levels were below 1 µg / mL 
persistently. 
 
Conclusions 
1.- Biosassay and HPLC were developed and validated according to the parameters required by 
the guidelines for validation of bioanalytical methods of the Food and Drug Administration 
(FDA) and European Medicines Agency (EMA). 
2. The developed and validated methods meet the criteria for precision and accuracy, as well as 
other parameters required in the process of validation of bioanalytical methods. The methods are 
reliable and reproducible. 
3. Levels of voriconazole, posaconazole and itraconazole, show that serum concentrations in 
different patients and different samples are highly variable. This high variability and the 
complex pharmacokinetic behavior make TDM essential to optimize the use of these antifungal 
drugs. 
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4. In both animal models, In vivo behavior correlates well with in vitro. PK / PD parameters 
calculated are similar to those already mentioned in previous publications in different animal 
models, allowing establish the validity of both animal models for determining pharmacokinetic 
parameters and the transfer of acquired knowledge to humans. 
5. Usefulness of TDM in patients receiving voriconazole shows interesting conclusions. These 
conclusions are corroborated by the literature.   
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1.1.- La enfermedad fúngica invasora. Concepto y epidemiología. 
 
La incidencia de la enfermedad fúngica invasora (EFI) ha aumentado significativamente a lo 
largo de las últimas dos décadas, principalmente debido al aumento de pacientes 
inmunodeprimidos. Estos pacientes, con un  sistema inmunológico deprimido en mayor o menor 
grado, son más susceptibles de contraer este tipo de enfermedades infecciosas (Bitar, Lortholary 
et al., 2014). Las de mayor frecuencia en nuestro medio son las EFI oportunistas, entre las 
cuales podemos encontrar las infecciones causadas por Candida spp, Aspergillus spp, 
Cryptococcus neoformans y Pneumocystis jiroveci. Las EFI endémicas, menos frecuentes, están 
asociadas a áreas geográficas concretas del continente americano y África. Estas EFI endémicas 
están causadas por Histoplasma capsulatum, Coccidioides inmitis, Blastomyces dermatidis y 
Paracoccidioides brasiliensis (Jehangir, Tadepalli et al., 2015). 
Estudios recientes, como el publicado en  Francia, muestran una incidencia de  EFI cercana a  
los 5.9 /100000 casos por año y una  tasa de mortalidad del 27.6%, aumentando  en ciertos 
grupos de pacientes (hematológicos). Las entidades clínicas más frecuentes fueron candidemia, 
aspergilosis invasora, neumonía por Pneumocystis jirovecii, cryptococosis y mucormicosis 
(Bitar, Lortholary et al., 2014). 
Los factores condicionantes del desarrollo y evolución de una EFI influyen en cada uno de los  
tres vértices del triángulo que compone la infección fúngica: 1)  factores relacionados con el 
huésped; 2)  factores que dependen del hongo y 3)  factores que dependen del tratamiento 
antifúngico específico como se  exponen en la siguiente figura 1. 
 
EFI:
Prevalencia.
Epidemiología.
Estrategia diagnóstica.
EFI previa
Huésped:
Defectos inmunitarios.
Factores biológicos y condiciones subyacentes.
Tratamiento de la patología de base.
EFI previa
Hongo:
Género y especie.
Resistencia adquirida.
Factores de virulencia
Tratamiento antifúngico:
Profilaxis previas.
Espectro de actividad
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Figura 1: Factores de cada  variable relacionada con la infección fúngica. 
Los pacientes con mayor riesgo de adquirir una EFI en nuestro medio son aquellos pacientes 
inmunodeprimidos a consecuencia de un tratamiento quimioterápico para tratar una  patología 
neoplásica, aquellos que reciben trasplante de células madre hematopoyéticas (TPH) o bien los 
trasplantados de órgano sólido (TOS) y aquellos ingresados en unidades de cuidados intensivos 
(Peman and Salavert, 2012a). En la tabla 1 se exponen los factores condicionantes y las 
poblaciones de riesgo para desarrollar las principales EFI. 
 
Tabla 1: Factores condicionantes y poblaciones de riesgo de desarrollo de EFI. Alo-TPH: transplante alogénico de progenitores 
hematopoyéticos; EICH: enfermedad de injerto contra huésped; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica; LMA: leucemia 
mieloide aguda; SMD: síndrome mielodisplásico. 
a
Factores de riesgo independientes en estudios específicamente diseñados. Tabla 
adaptada de J. Pemán y Cols (Peman, Canton et al., 2011) 
Las infecciones por Candida spp.se han convertido en una de las principales causas de sepsis en 
hospitales con incidencia en constante crecimiento en los últimos 20 años (Figura 2). Candida 
spp. hoy ocupan el cuarto lugar entre las especies que con mayor frecuencia causan infecciones 
del torrente sanguíneo en muchos países (EFI más común). Candida albicans es aún la principal 
causa de candidemia en los estudios basados en la población en todo el mundo, pero su 
frecuencia relativa está disminuyendo, mientras que la frecuencia de otras especies está 
Candidiasis invasora/Candidemia. 
Factores de riesgo generales: 
 Gravedad de la enfermedad aguda. 
 Edad: <1 año, >65 años. 
 Comorbilidades. 
 Cirugía gastrointestinal previa. 
 Larga estancia en UCI. 
 Dispositivos invasivos. 
 Transfusiones múltiples. 
 Nutrición parenteral. 
 Catéter vesical. 
 Ventilación mecánica. 
Condicionantes individuales o población de mayor riesgo: 
 Uso prolongado de catéter venoso central. 
 Antibioterapia de amplio espectro. 
 Colonización previa por Candida spp. 
 Insuficiencia renal y/o hemodiálisis. 
 Neutropenia. 
 Inmunosupresión. 
 Patología gastrointestinal. 
 Politraumatismo y/o gran quemado. 
 Neonato prematuro. 
Aspergilosis invasora. 
Factores de riesgo: 
 Neutropenia. 
 Déficits de función fagocitaria. 
 Alteración de la inmunidad celular. 
 Uso de inmunosupresores. 
 Exposición ambiental. 
 Rotura de barreras mucocutáneas. 
Población de mayor riesgo. 
 Neutropénico. 
 Pacientes con EICH e inmunosupresión. 
 Receptor de órgano sólido. 
 VIH-SIDA con CD4 <100 células/μl. 
 Enfermedad granulomatosa crónica. 
 Uso de terapias biológicas: anti-CD52, anti-TNF-α 
 Paciente crítico no hematológico. 
 Enfermedad hepática avanzada. 
 Post cirugía mayor y compleja. 
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aumentando. En España la distribución general de las especies  que causan candidemia se 
muestra en la  figura 3. El uso de fluconazol como agente profiláctico, ha provocado un cambio 
epidemiológico hacia especies y cepas de Candida con sensibilidad disminuida a los azoles 
(Kullberg, Verweij et al., 2011). Actualmente la candidemia está asociadas a una tasa global de 
mortalidad que oscila entre el 12% y el 31% y no depende  de las poblaciones de pacientes 
estudiados (Puig-Asensio, Padilla et al., 2014).. 
 
Figura 2: evolución de los episodios de candidemia en un hospital de la Comunidad de Madrid (España), del año 1985 al año 2007 
(Bouza and Munoz, 2008). 
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Figura 3. Adaptación de los datos presentados por Guinea y cols.(Guinea, Zaragoza et al., 2014) en un estudio de vigilancia 
epidemiológica de la candidemia. 
 
La aspergilosis invasiva es la segunda de las EFI en orden de frecuencia, Una neutropenia 
prolongada es el principal factor de riesgo asociado. Los pacientes con  leucemia mieloide 
aguda (LMA) y aquellos sometidos a transplante alogénico de progenitores hematopoyéticos 
(TPH), con periodos de neutropenia prolongados, están en mayor riesgo pudiendo alcanzar tasas 
de aspergilosis cercanas al  25% (Oren and Paul, 2014). Sin embargo, la incidencia de 
aspergilosis invasiva es muy dependiente tanto de la epidemiología local como de la calidad del 
control aéreo en unidades hemato-oncológicas.  
En los últimos años, otros hongos filamentosos  han incrementando su proporción de 
infecciones en  poblaciones de pacientes con determinados factores de riesgo, como hongos de 
los géneros Fusarium spp., Scedosporium spp. y zigomicetos.  Estas infecciones fúngicas se 
caracterizan por su elevado índice de mortalidad, que oscila entre el 40 y el 90% (Alastruey-
Izquierdo, Mellado et al., 2013). 
Más del 90% de las infecciones causadas por Aspergillus spp., están causadas por Aspergillus 
fumigatus y el resto por especies como A. flavus, A. terreus, A. niger y especies recientemente 
descritas como patógenos humanos como son A. calidoustus o A. lentulus (Peman and Salavert, 
2012b). En recientes estudios se ha comprobado que el porcentaje de las infecciones debidas a 
A. fumigatus ha disminuido hasta valores del 70%, aumentando otras especies como son A. 
flavus, A. niger o A. terreus (Steinbach, Marr et al., 2012). En el estudio FILPOP publicado en 
2013, el género más frecuente fue Aspergillus spp. (86.3%) seguido por Scedosporium spp. 
(4.7%), Mucorales (2.5%), Penicillium spp (2.2%) y Fusarium spp (Alastruey-Izquierdo, 
Mellado et al., 2013). La correcta identificación a nivel de especie es esencial debido a los 
diferentes perfiles de sensibilidad que las diferentes especies muestran  dentro del mismo 
género. 
El conocimiento de la epidemiología local y el perfil de sensibilidad de las diferentes especies 
condicionan la instauración de un tratamiento en un paciente en el que no haya habido un 
aislamiento microbiológico. Hay que tener en cuenta la epidemiología real del entorno, los 
factores clínicos que afectan al paciente, la unidad donde se encuentra hospitalizado, el centro 
en el que está ingresado y el país. 
El  aumento de los casos de EFI causada por cepas con sensibilidad disminuida a antifúngicos 
es una situación que aparece con relativa frecuencia y complica en gran medida el manejo del 
paciente. La resistencia en Aspergillus spp. puede ser primaria, sin la previa exposición al 
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antifúngico, o secundaria, tras  una exposición inicial que lleva asociada una alteración de la 
expresión génica. La resistencia a azoles a principios del siglo XXI era de aproximadamente el 
2%, pero en países de nuestro entorno ha ido aumentando progresivamente. Un ejemplo es el 
caso de los Países Bajos,  donde ha pasado del 2% en el año 2000 a aproximadamente el 10% en 
el año 2010. En cambio en otros Países como España o Austria encontramos porcentajes del 2% 
y el 0% respectivamente. En Estados Unidos, la aparición de cepas con resistencia a azoles es 
aislada, no llegando al 1% (Mayr and Lass-Florl, 2011). 
 
1.2.- Tratamiento de la EFI. 
1.2.1.- Antifúngicos: Mecanismo de acción y espectro de actividad. 
El manejo de la EFI constituye un reto importante en patología infecciosa. En los últimos años 
el arsenal terapéutico antifúngico disponible ha experimentado una importante mejora. El 
desarrollo y comercialización de nuevas moléculas  con mayor actividad y menor toxicidad han 
modificado el tratamiento y el pronóstico de la infección fúngica. 
La era de la terapia antifúngica sistémica comenzó con la introducción de la anfotericina B 
deoxicolato en el año 1958. Anfotericina B ha sido el tratamiento de elección durante cuarenta 
años para el tratamiento de infecciones graves causadas por hongos. Como consecuencia de su 
elevada nefrotoxicidad, se desarrollaron nuevas moléculas y formulaciones con menor toxicidad 
y espectro de acción comparable. 
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Figura 4: Cronología de la introducción de los fármacos antifúngicos sistémicos. Adaptación de Lewis y cols. Anf B:anfotericina B; 
Gris: Griseofulvina; Flucit: flucitosina; Mic: Miconazol; Ket: ketoconazol; Fluc: fluconazol; Itrac: itraconazol; Anf B Lip: 
anfotericina B lipídicas; Casp: caspofungina;  Voric: voriconazol; Anid: anidulafungina; Micf: micafungina; Pos: posaconazol 
(Lewis, 2011). 
Hasta principios de los años 90, con la introducción de Fluconazol, estas limitaciones no fueron 
superadas. Éste es un antifúngico con excelente biodisponibilidad por vía oral, una 
farmacocinética lineal con buena distribución en tejidos, incluyendo  líquido cefalorraquídeo y  
humor vítreo. Fluconazol mostró una gran eficacia en el tratamiento de la candidiasis 
orofaríngea en pacientes con SIDA.   Fluconazol no es activo frente a hongos filamentosos 
oportunistas y una tiene menor actividad frente a Candida glabrata y Candida krusei.  En 1992 
se comercializó itraconazol, un compuesto del grupo de los triazoles con actividad frente a 
especies de Aspergillus pero con limitaciones farmacocinéticas (absorción errática y efectos 
adversos gastrointestinales), que  limitaban su uso en pacientes oncológicos con mucositis, 
vómitos o náuseas (Lewis, 2011). 
La actividad de 5-fluorocitosina se limita exclusivamente a hongos levaduriformes. Muestran 
resistencia ciertas especies de Candida y de Cryptococcus, así como Trichosporon. Si se utiliza 
en monoterapia genera resistencia secundaria con facilidad (Cuenca-Estrella, Diaz-Guerra et al., 
2001; Cuenca-Estrella, Gomez-Lopez et al., 2006). 
La introducción de voriconazol (2002) y posaconazol (2006) cambió el manejo de las 
infecciones fúngicas en individuos inmunodeprimidos. Voriconazol se ha mostrado más 
efectivo en el tratamiento de aspergilosis invasora que anfotericina B (Herbrecht, Denning et al., 
2002; Walsh, Anaissie et al., 2008), resultando útil en el tratamiento de la fusariosis (Perfect, 
Marr et al., 2003). Posaconazol ha aportado un espectro ampliado respecto a voriconazol, 
teniendo actividad además frente a mucorales (Cuenca-Estrella, Gomez-Lopez et al., 2006; 
Lewis, 2011; van Burik, Hare et al., 2006) y siendo alternativa para el tratamiento de las 
aspergilosis refractarias a los tratamientos estándar (Walsh, Raad et al., 2007). Estos dos 
antifúngicos tienen inconvenientes relacionados con sus propiedades farmacocinéticas. 
Voriconazol posee una farmacocinética no lineal, consecuencia del metabolismo saturable a 
través del sistema enzimático del citocromo P450, que implica cambios impredecibles en la 
exposición y gran variabilidad tanto inter como intraindividual e interacciones farmacológicas. 
Posaconazol posee una farmacocinética lineal, resultando concentraciones sanguíneas 
proporcionales a las dosis administradas, pero tiene problemas de absorción. Es impredecible en 
pacientes con patología gástrica como pérdida de apetito, náuseas, diarrea, disfunción 
gastrointestinal debida a quimioterapia anticancerígena y pacientes en tratamiento con fármacos 
que modifican el pH gástrico (Alffenaar, van et al., 2009; Krishna, Moton et al., 2009). Los 
triazoles que están actualmente en desarrollo como  isavuconazol, ya aprobado por la Food and 
Drug Administration (FDA) norteamericana, parecen tener un espectro de actividad similar a 
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voriconazol y posaconazol, pero con menos variabilidad farmacocinética e interacciones 
farmacológicas (Girmenia, 2009; McCormack, 2015).  
A principios del siglo XXI surge un nuevo grupo de antifúngicos, las equinocandinas. Se trata 
de compuestos de naturaleza lipopeptídica con actividad antifúngica. Su diana es la pared 
fúngica, poseen pocos efectos secundarios y tienen una farmacocinética muy poco variable y 
predecible. Por  el contrario, no tiene actividad frente a ciertos hongos oportunistas, como 
Cryptococcus spp., y hongos filamentosos menos comunes como son Fusarium spp, 
Scedosporium spp. y mucorales. 
El espectro de actividad de los antifúngicos es muy variable entre las diferentes familias y  los 
diferentes antifúngicos. En la figura 5 se representa de forma esquemática el espectro de 
actividad de los principales antifúngicos. 
 
Figura 5: Espectro de actividad de los agentes antifúngicos (Lewis, 2011). 
 
Mecanismos de acción. 
Los hongos son metabólicamente similares a las células de mamíferos y tienen pocas dianas 
específicas propias. Los antifúngicos sistémicos se pueden agrupar en función del lugar de 
acción en la célula fúngica, como se muestra en la figura 5. 
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Figura 6: sitios de acción y mecanismos de los antifúngicos de uso sistémico 
(http://es.slideshare.net/OswaldoAngeles/antimicoticos-15781749). 
Los triazoles actúan en la ruta de la síntesis del ergosterol, inhibiendo la lanosterol-14α- 
desmetilasa, localizada en el retículo endoplasmático provocando la acumulación  de  esteroles 
14α- metilados tóxicos. Evitan el crecimiento de la membrana celular y provocan la muerte de 
la célula fúngica. Anfotericina B es el otro antifúngico que actúa en la membrana celular de la 
célula  fúngica. Se une directamente al ergosterol, formando complejos que se intercalan en la 
membrana celular  que dan como resultado la formación de poros y la salida del contenido 
intracelular (Lewis, 2011). Así mismo, recientemente se ha demostrado que anfotericina B 
induce la formación de especies reactivas de oxígeno que contribuyen a su acción fungicida 
(Mesa-Arango, Trevijano-Contador et al., 2014). 
Las equinocandinas (micafungina, caspofungina y anidulafungina) son la única clase de 
antifúngicos sistémicos que actúan a nivel de la pared fúngica mediante la inhibición 
competitiva de la síntesis de los polímeros de β-1,3-D-glucano. La pared de la célula se hace 
más susceptible a la lisis osmótica,  hecho especialmente evidente en las células de crecimiento 
rápido (Lewis, 2011). Esto hace que las equinocandinas actúen como fungicidas frente especies 
de Candida , y sean fungistáticos frente Aspergillus spp. (Denning, 2002). 
Por último,  5-Fluorocitosina actúa mediante la inhibición de la timidilato sintetasa, causando 
errores en la codificación del ARN (Lewis, 2011). 
Toxicidad y efectos secundarios. 
Los triazoles presentan una amplia gama de efectos secundarios. Además de los efectos 
secundarios inespecíficos como cefaleas, mialgias y síntomas gastrointestinales inespecíficos, 
hay efectos secundarios específicos. Todos los triazoles son potencialmente hepatotóxicos y 
voriconazol tiene efectos dermatológicos como rash, fototoxicidad y puede provocar cáncer de 
células escamosas. Posee efectos tóxicos sobre la visión y el sistema nervioso central. 
Itraconazol y posaconazol tienen efectos secundarios gastrointestinales (Herbrecht, Denning et 
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al., 2002; Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009).Tanto anfotericina B como  5- flucitosina, 
pueden causar supresión de la médula ósea. Anfotericina  B ha demostrado una importante 
toxicidad renal (Lewis, 2011). Las equinocandinas son los antifúngicos que mejor perfil de 
seguridad tienen, con escasos efectos adversos relacionados con la administración mediante 
infusión intravenosa (Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009). 
 
1.2.2 Principales Indicaciones clínicas. 
El desarrollo de nuevas moléculas antifúngicas de mayor potencia y propiedades cinéticas más 
favorables es un hecho muy positivo en nuestros días.  Se dispone de nuevos fármacos y la 
realización de estudios amplios y contrastados ha permitido obtener nuevas evidencias para 
elaborar guías de tratamiento y avanzar en el manejo de la EFI.  
Estas nuevas estrategias (regímenes de profilaxis y tratamientos anticipados)  persiguen  evitar 
la aparición de una EFI e instaurar el tratamiento más adecuado en el menor tiempo posible. 
Además, la individualización de la terapia antifúngica constituye un valor añadido para poder 
controlar con eficacia aquellos factores que influyen en la evolución de los pacientes como son 
las interacciones farmacológicas, comorbilidades, inmunosupresión, tipo de infección, tipo de 
patógeno, etc…(Lewis, 2011). 
Las principales indicaciones clínicas se muestran en la tabla 5: 
Antifúngico Indicación Terapia 
Voriconazol Aspergilosis invasiva; Aspergilosis crónica Primera línea;       Alternativa 
 Tratamiento  candididasis invasora en niños hematológicos Primera línea 
 Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos Alternativa 
Itraconazol Profilaxis aspergilosis invasiva Alternativa 
 Tratamiento  candididasis invasora en niños hematológicos Alternativa 
 Micosis endémicas Primera línea 
 Tratamiento aspergilosis crónica Alternativa 
Posaconazol Profilaxis aspergilosis invasiva Primera línea 
 Tratamiento  candididasis invasora en niños hematológicos Alternativa 
 Zigomicosis Terapia de rescate 
Fluconazol Tratamiento Candidemia, profilaxis Candidiasis invasora Primera línea 
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 Tratamiento candidiasis invasora Alternativa 
 Tratamiento  candididasis invasora en niños hematológicos Primera línea 
Anfotericina B Aspergilosis invasiva Alternativa 
 Candidiasis invasiva Primera línea y alternativa 
 Neutropenia febril Primera línea 
 Profilaxis secundaria Primera línea 
 Mucormicosis y criptococosis grave del Sistema Nervioso 
Central 
Alternativa y Primera línea. 
5-fluorocitosina Meningitis criptococócica en combinación con Anfotericina 
B 
Primera línea 
Caspofungina Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos Primera línea 
 Tratamiento candidiasis orofaríngea y esofágica Primera línea 
 Neutropenia febril Alternativa 
 Aspergilosis refractaria Tratamiento de rescate 
Micafungina Profilaxis aspergilosis invasiva Alternativa 
 Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos Primera línea 
 Candidiasis sistémica en neutropénicos Alternativa 
 Profilaxis candidiasis invasora y orofaríngea Alternativa 
Anidulafungina Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos Primera línea 
 Candidemia orofaringea Alternativa 
Tabla 2: indicaciones de los diferentes antifúngicos sistémicos tomadas de diferentes guías, publicaciones y recomendaciones de 
sociedades científicas (Andes, Pascual et al., 2009; Blyth, Gilroy et al., 2014; Cornely, Bassetti et al., 2012;Fortún, Carratalá et al., 
2011; Hope, Castagnola et al., 2012; Lortholary, Petrikkos et al., 2012; Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009; Ullmann, Akova et 
al., 2012; Walsh, Anaissie et al., 2008). 
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1.3.- Farmacología clínica. Conceptos generales. 
1.3.1.- Concepto. 
Farmacología se define como la ciencia que estudia los fármacos. Cuando la Farmacología se 
dirige al estudio del comportamiento y utilización de los fármacos en el hombre sano y enfermo, 
se denomina Farmacología Clínica, teniendo como objeto de estudio el uso de los fármacos en 
la población general, en subgrupos específicos y en pacientes concretos. 
La farmacología clínica estudia la acción de los fármacos sobre el organismo humano y la 
influencia de éste sobre las propiedades farmacodinámicas y farmacocinéticas de éstos.  
También se ocupa de que la utilización de los fármacos sea óptima, aumentando su eficacia y 
disminuyendo los riesgos asociados a su uso.  
Estos objetivos se pueden alcanzar mediante la aplicación de metodologías y actividades como 
la individualización del tratamiento farmacológico (monitorización), programas de 
farmacovigilancia, realización de ensayos clínicos, estudios de utilización de medicamentos e 
información sobre los fármacos, así como el desarrollo y elaboración de estudios 
farmacocinéticos. 
La farmacocinética a su vez, estudia todos los procesos y los factores que pueden influir en los 
diferentes procesos del L.A.D.M.E. (Liberación, Absorción, Distribución, Metabolismo y 
Excreción). El conocimiento y control de estos procesos favorece el diseño  de la posología más 
adecuada en pacientes concretos. Para ello es necesario el conocimiento de los parámetros 
cinéticos en distintos tipos de pacientes, y por ello,  en los últimos años ha ganado relevancia la 
farmacocinética poblacional, que se encarga del estudio de la variabilidad intra e interindividual 
de los parámetros farmacocinéticos básicos y la influencia sobre los mismos de diversas 
variables, como son las condiciones fisiopatológicas y clínicas en poblaciones definidas de 
pacientes. 
Otra de las funciones de la farmacocinética corresponde al control y ajuste de las dosis, con el 
objetivo de individualizar la terapia y adaptarlas a las condiciones de cada paciente. Hay otras 
funciones no tan conocidas, pero que no por ello menos importantes, como son la detección 
diagnóstica (casos de incumplimiento, problemas de biodisponibilidad, errores de medicación, 
interacciones, efectos farmacogenéticos, etc…), consulta y asesoramiento en caso de 
intoxicaciones medicamentosas así como el análisis retrospectivo de errores terapéuticos o 
tratamientos inadecuados. La individualización de la dosis es un factor importante que no se 
puede ignorar, ya que las consecuencias pueden ser intoxicaciones o fracasos terapéuticos 
innecesarios. 
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1.3.2.- Monitorización.  
La respuesta terapéutica  varía de unos pacientes a otros en función de las características del 
fármaco, de la forma farmacéutica en que se administre, de las características del paciente y su 
enfermedad y de las interacciones con otros fármacos que se administren simultáneamente. El 
conjunto de estos factores hacen que las dosis estándar  puedan ser ineficaces en unos pacientes 
y tóxicas en otros. La finalidad es individualizar el tratamiento farmacológico, adaptándolo a las 
necesidades de cada paciente. 
Se considera que para que la monitorización de un fármaco  sea útil en la práctica clínica deben 
cumplirse los requisitos expuestos en la tabla 3. 
Si no hay proporcionalidad entre dosis y nivel sanguíneo, y exista relación entre nivel sanguíneo 
y efecto, más útil resultará la determinación de los niveles en el control del tratamiento. 
 
1.- Que sea necesaria. Fármacos con las siguientes características: 
Índice terapéutico pequeño. 
Difícil valoración clínica de la eficacia. 
Difícil valoración clínica de la toxicidad. 
Asegurar eficacia y prevenir toxicidad. 
Control de cumplimiento. 
Ajustes de dosis complejos. 
2.- Que esté justificada 
Variabilidad dosis-nivel. 
Cinética dosis dependiente. 
Intervalo óptimo establecido. 
Método analítico asequible y fiable. 
Conocimiento de la farmacocinética y farmacodinamia. 
Útil en la práctica clínica. 
3.- Que se use correctamente: 
Extracción de la muestra correcta. 
Resultado fiable. 
Interpretación desde el punto de vista farmacodinámico y farmacocinético. 
El nivel sérico como una ayuda y no una guía de tratamiento. 
Tabla 3: requisitos para la monitorización de niveles séricos (Adaptada de Calvo M.V. 
 http://www.sefh.es/bibliotecavirtual/fhtomo1/cap212.pdf.Farmacia hospitalaria; Capítulo 2.12. 
 Farmacocinética humana).  
Se utilizarán criterios clínicos cuando se pueden valorar fácilmente los efectos terapéuticos  o 
tóxicos de los fármacos. Cuando esto no es posible, se monitorizan constantes vitales (como la 
presión arterial) o parámetros bioquímicos. Cuando no es posible emplear estos criterios 
anteriores, puede considerarse la ineficacia como resistencia y decidir asociar otros fármacos, y 
la toxicidad como intolerancia y decidir  por lo tanto sustituir el fármaco por otro en lugar de 
ajustar la dosis. En estos casos puede emplearse la determinación de niveles sanguíneos de 
fármacos para individualizar el tratamiento, siempre que la eficacia y la toxicidad estén 
relacionadas con dichos niveles. 
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El principio de la monitorización de niveles sanguíneos de fármacos se basa en que el efecto 
farmacológico depende de las concentraciones que estos alcancen en su lugar de acción 
(exposición). Esta evaluación de niveles no está justificada para todos los fármacos y para todos 
los pacientes y circunstancias. El objetivo final es la individualización de la dosis para obtener 
el máximo efecto terapéutico en el menor tiempo posible y con el menor riesgo de toxicidad 
para el paciente. Con la monitorización se pretende adecuar la pauta posológica a través de las 
concentraciones sanguíneas del fármaco. Las aportaciones más recientes aplicables a esta 
estrategia han sido la caracterización de la farmacocinética de poblaciones, definición de 
concentraciones diana para algunos fármacos y los ensayos clínicos randomizados y controlados 
por las concentraciones de fármaco. 
La monitorización de niveles sanguíneos consta de dos etapas: determinación de las 
concentraciones e interpretación de las mismas.  
Recomendaciones para conseguir la máxima utilidad de la monitorización. 
Tiempo de muestreo: En la determinación de las concentraciones es importante el tiempo de 
muestreo. La selección apropiada de estos tiempos es importante, ya que una inadecuada 
estrategia de muestreo puede conllevar pautas de dosificación incorrectas, dando lugar a 
ausencia de eficacia  o la aparición de efectos tóxicos. 
Para que las muestras tengan utilidad desde el punto de vista farmacocinético, deben ser 
obtenidas de acuerdo a los siguientes criterios:  
1. Una vez alcanzado el equilibrio de distribución del fármaco entre sangre y el resto de 
fluidos, órganos y tejidos. Solo cuando se alcanza este equilibrio, las concentraciones 
sanguíneas pueden constituir un índice válido de las concentraciones en el lugar de acción. 
Las concentraciones deben fluctuar lo menos posible entre un valor máximo y un mínimo. 
El tiempo requerido para alcanzar este equilibrio depende de la velocidad de eliminación del 
fármaco (Ke), o vida media de eliminación del fármaco (t1/2). En general se  considera 
alcanzado el estado estacionario de un fármaco una vez transcurridas entre tres y cinco t1/2. 
2. El tiempo de muestreo. El tiempo de determinación viene condicionado por la vía de 
administración del fármaco y tipo de fármaco. Por vía oral las concentraciones más útiles 
vienen dadas por las concentraciones valle, antes de la siguiente administración. Por 
perfusión endovenosa las muestras pueden ser obtenidas a cualquier tiempo. Y por vía 
endovenosa tipo bolus y perfusiones intermitentes, interesan concentraciones máximas o 
mínimas, dependiendo del fármaco monitorizado. 
3. Cuando por razones clínicas hay una necesidad de análisis.  
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Para la selección de los tiempos de muestreo se deben considerar, además de los anteriormente 
expuestos, las características cinéticas del fármaco, la vía de  administración y la forma de 
dosificación utilizada, así como el tipo de pacientes y el objetivo que persigue la 
monitorización. Es fundamental para una correcta interpretación del resultado el conocimiento 
exacto y preciso del momento en el que se han tomado las muestras en relación con la 
administración de la última dosis de fármaco, así como conocer el Rango Terapéutico, definido 
como el intervalo de concentraciones  plasmáticas que están comprendidas entre la mínimo que 
produce el efecto terapéutico (Concentración Mínima Eficaz) y la máxima que se puede 
alcanzar sin que aparezca toxicidad grave (Concentración Mínima Tóxica). La representación 
gráfica del rango terapéutico se muestra en la figura 7. 
 
Figura 7: Representación gráfica de rango terapéutico. 
Por debajo de este intervalo es frecuente la ineficacia del tratamiento, y por encima hay más 
probabilidad de que aparezcan efectos tóxicos. Como existen factores que alteran la relación 
entre nivel sanguíneo y efecto terapéutico, el nivel sanguíneo no debe ser una guía prioritaria del 
tratamiento, sino una ayuda más supeditada siempre a la respuesta clínica observada en el 
paciente. 
Tipo de muestra 
La concentración efectiva del fármaco es aquella que llega al lugar de acción y está disponible 
para proporcionar un efecto. Por consenso se establece que, ante la dificultad de obtener 
muestras biológicas apropiadas (líquidos internos, tejido…), la concentración sanguínea (suero, 
plasma, a partir de sangre venosa) constituye un fiel reflejo de la cantidad de fármaco que 
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alcanza el lugar de acción en el estado estacionario. Se cuantifican las concentraciones totales 
de fármaco, siendo esta concentración la suma de las fracciones de fármaco libre y unido a 
proteínas. La fracción libre es un porcentaje constante del total, de esta manera, la concentración 
total es orientativa de los efectos farmacológicos esperados. La determinación de la 
concentración total es más simple y aunque existen técnicas analíticas, como la ultrafiltración y 
la diálisis, que permiten la cuantificación de la concentración unida a proteínas plasmáticas de 
un fármaco, éstas son técnicas más complejas, costosas, y sujetas a mayor posibilidad de error. 
La utilidad de esta determinación está muy limitada a situaciones muy concretas y no es 
superior a la determinación de fármaco total en suero. 
Puede ser conveniente el uso de otros fluidos cuando el fármaco se une a proteínas plasmáticas 
en un alto porcentaje, y por diferentes causas esta proporción puede estar alterada. Por ejemplo, 
el uso de saliva se ha descrito como conveniente, sencillo y útil para antibióticos (Kiang and 
Ensom, 2015). Calculando la proporción de fármaco presente en saliva respecto al fármaco 
presente en sangre, siempre que sea constante, puede dar una aproximación fiable de las 
concentraciones plasmáticas y/o séricas.  
La determinación de concentraciones de fármacos en orina resulta útil cuando el fármaco es 
eliminado de manera inalterada por la orina, y lo hace en una manera proporcional y constante a 
las concentraciones presentes en suero y/o plasma. Siguiendo el planteamiento de la obtención 
de muestras no invasivas, pueden usarse como fluidos para estudios farmacocinéticos el sudor, 
las lágrimas y la leche, con la dificultad de establecer previamente la proporción en la que se 
eliminan y su correlación con las concentraciones plasmáticas y/o séricas, la obtención y 
preparación de la muestra y las dificultades asociadas a estos procedimientos. 
Disponibilidad de técnicas analíticas fiables 
Hay que tener en cuenta, como anteriormente se ha comentado, la relación coste-beneficio. Si 
las concentraciones se determinan de una manera incorrecta (por inadecuada obtención de las 
muestras o por el uso de una técnica analítica poco fiable), o bien no se adopta la actitud 
terapéutica adecuada (por interpretación incorrecta de los resultados), los pacientes no se 
beneficiarían de la información proporcionada por la monitorización. Solo se deben monitorizar 
niveles séricos cuando se puede garantizar un uso adecuado, una técnica fiable y una 
interpretación correcta. 
Principales indicaciones y utilidad de la monitorización de fármacos: 
El objetivo final de la monitorización es la optimización de la terapia. Alcanzar este objetivo no 
solo depende del fármaco utilizado, también del paciente y su situación clínica.  
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Las alteraciones farmacocinéticas y farmacodinámicas dependientes de la edad son importantes 
en los extremos de la vida. La politerapia presenta un elevado riesgo de interacciones, que se 
pueden detectar y controlar mediante la monitorización. Los pacientes en los que se recomienda 
la monitorización se muestran en la tabla 4. 
 
1.- Pacientes pediátricos y geriátricos. 
 
2.- Pacientes sometidos a politerapia. 
 
3.-Riesgo alto de incumplimiento (Tuberculosis, SIDA, Transplantes, asma). 
 
4.- Respuestas anómalas a dosis habituales. 
 
5.-Factores patológicos (Insuf. renal, hepatica, cardíaca…) 
 
6.- Infradosificación con consecuencias graves (críticos, oncológicos, neonatos) 
 
 Tabla 4: poblaciones en las que está recomendado la monitorización de niveles séricos. 
Una vez justificada la monitorización en un determinado paciente, por su situación clínica y/o 
las características del tratamiento administrado, es importante conocer cómo interpretar los 
resultados obtenidos para que puedan aplicarse con eficacia.   
 
La correcta utilización de la monitorización debe seguir lo más fielmente posible el siguiente 
esquema: 
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Figura 8: esquema para la correcta utilización de la monitorización. 
El rango terapéutico, necesario para evaluar la eficacia de un fármaco, no debe ser una guía 
única. Por ello es necesario integrar todos los datos recopilados del paciente, la experiencia y la 
respuesta farmacológica real. Para poder optimizar la dosificación se necesitan datos de 
sensibilidad del paciente, respuesta clínica, concentraciones obtenidas y perfil farmacocinético 
individual. Actualmente se prefiere esta opción a los métodos más tradicionales de mantener las 
concentraciones dentro del margen terapéutico sin considerar la respuesta individual del 
paciente. 
Interpretación farmacocinética y modelos farmacocinéticos 
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Para la interpretación del comportamiento  farmacocinético de un compuesto en un modelo 
vivo, y estimar un rango terapéutico útil,  hay que simplificar el complejo sistema biológico del 
organismo y los procesos que el fármaco puede experimentar  en él. El modelo farmacocinético 
permite caracterizar el comportamiento básico del fármaco en cuanto a distribución y 
eliminación, y caracterizar la exposición mediante ecuaciones que describen la evolución de las 
concentraciones en función del tiempo. Con estas ecuaciones se calculan  parámetros 
farmacocinéticos en el individuo, y en función de estos se estima  su rango terapéutico. 
Dado que el número de muestras que se obtienen de cada paciente es limitado, es necesario 
recurrir a modelos no compartimentales y bicompartimentales. El modelo no compartimental 
considera el organismo como un sistema homogéneo. Los cálculos que permiten determinar los 
parámetros que describen el perfil cinético del fármaco son relativamente simples, y permiten 
realizar predicciones adecuadas tanto de concentraciones como de dosificaciones. Este modelo 
es el más frecuentemente utilizado en estudios cinéticos aplicados. 
Para fármacos con una distribución más amplia y lenta a tejidos, es preferible usar un modelo 
bicompartimental. Este modelo realiza mejores predicciones para fármacos con una marcada 
fase de distribución. Para ello son necesarios gran cantidad de datos y complejos diseños 
experimentales.  . 
En la actualidad  la disponibilidad de programas informáticos especializados, que contemplan 
diferentes modelos farmacocinéticos, han contribuido a avanzar en el establecimiento de 
parámetros individuales y rangos terapéuticos de utilidad. En el caso de los triazoles de uso 
sistémico, objeto de esta tesis, los rangos terapéuticos descritos se detallan en la publicación 
incluida en esta introducción (Cendejas, Cuenca-Estrella et al. 2014). 
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1.4.-Técnicas para la monitorización de niveles séricos y plasmáticos de fármacos. 
1.4.1.-  Introducción. 
Para que la monitorización sea útil y el método analítico sea exitoso, el desarrollo de la 
metodología debe seguir dos pasos básicos:  
 Debe responder al problema analítico que se plantea. Qué fármaco se necesita analizar y 
qué características químicas presenta, así como rango de concentraciones que haya que 
determinar (las concentraciones máximas y mínimas). 
 En qué tipo de muestras se aplicará: Tipo de fluido biológico en el que es necesario 
evaluar concentración del antifúngico. Será la matriz analítica a analizar. Se analizará 
también la estabilidad de las muestras, el tiempo de muestreo y condiciones de 
extracción de la muestra. Debe aplicarse un proceso de validación correcto, que asegure 
su validez en las muestras a analizar. La validación del método incluye exactitud, 
precisión, especificidad, límite de detección y de cuantificación, rango de linealidad y 
reproducibilidad. 
Las metodologías más habitualmente desarrolladas y aplicadas a  la monitorización de 
antifúngicos en particular son técnicas cromatográficas. En su mayoría son técnicas de 
Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores como 
son ultravioleta, de fluorescencia o de arreglo de diodos. Aunque de manera menos habitual 
debido a los costes del aparataje, la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 
(LC-MS) es otra de las técnicas de elección en la monitorización. Adicionalmente, en la 
monitorización de antibióticos y de antifúngicos, se han empleado métodos biológicos o 
bioensayos, en ellos se mide la actividad biológica de un compuesto activo en una matriz 
biológica determinada. Los métodos cromatográficos (HPLC, LC-MS) son los más 
comúnmente utilizados ya que proporcionan una gran sensibilidad,  alta especificidad, rapidez 
de análisis y de respuesta. Permiten cuantificar  los diferentes compuestos de forma 
independiente, así como sus metabolitos en los casos en los que su determinación pueda tener 
utilidad clínica. Como desventajas hay que destacar que son necesarios grandes  equipos,  en 
algunos casos costosos (especialmente los equipos  LC-MS) y de difícil adquisición por 
aquellos laboratorios con recursos limitados,  siendo más propios de centros de referencia y de 
investigación. Esto hace que el tiempo de respuesta  pueda ser demasiado largo   y los 
resultados no tengan la utilidad clínica esperada. 
Los métodos microbiológicos tienen la ventaja de que son más baratos que los anteriores, de 
implantación más sencilla en laboratorios de microbiología pequeños con menos recursos 
económicos y que permiten emitir un resultado en 24-48 horas. Como desventajas, son métodos 
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menos sensibles, precisos y exactos que los cromatográficos, pueden dar lugar a resultados 
confusos cuando el paciente esté sometido a terapia combinada, y debe realizarse una validación 
cruzada con métodos cromatográficos. Hay que recordar que estos métodos no detectan el 
fármaco, sino que miden su actividad biológica, por lo que cualquier compuesto presente en el 
suero evaluado que tenga la misma actividad que el compuesto a evaluar puede dar lugar a 
resultados equívocos. 
En esta tesis se exponen el desarrollo, la validación y la aplicabilidad de métodos HPLC con 
detección ultravioleta  (HPLC-UV) mediante un detector de arreglo de fotodiodos (PDA), así 
como la validación de métodos microbiológicos (bioensayos) y su aplicabilidad a la 
monitorización de compuestos antifúngicos perteneciente a la familia de los triazoles sistémicos. 
1.4.2.- Métodos cromatográficos. 
Se basa en la separación de los componentes de una mezcla en función de las características 
físico químicas (solubilidad, tamaño, fuerza iónica, polaridad, afinidad, etc.…) de un compuesto 
que se reparte entre dos fases inmiscibles, una fija estacionaria y una móvil. Las interacciones 
químicas que se establecen entre la fase móvil y la muestra, y entre la fase estacionaria y la 
muestra, determinan el grado de migración y separación de los compuestos contenidos en una 
mezcla. 
La identificación de los compuestos se realiza mediante un sistema  de detección que mida 
diferentes propiedades fisicoquímicas  de las moléculas en cuestión. Las posibilidades de 
detección son numerosas, siempre condicionadas por las propiedades fisicoquímicas del 
compuesto: capacidad de absorción de luz UV, fluorescencia,  conductividad,  relación 
masa/carga, etc.  
Para la cuantificación de un fármaco, previamente es necesario calcular la  curva de calibración 
correspondiente. Para ello se evalúan soluciones  del compuesto de concentración conocida y se 
analiza la señal correspondiente a cada una de ellas. Se obtiene una representación gráfica de la 
señal del detector en función del tiempo de análisis denominado  cromatograma, en el que se  
observan picos cuyas áreas o alturas se relacionan con la concentración del compuesto en la 
mezcla. Esos picos son proporcionales a las concentraciones de analito lo que hace que haya una 
relación entre concentración y área/altura permitiendo el cálculo de rectas de calibración. Se 
establece la ecuación que mejor ajuste los datos concentración-área/altura, y proporcione 
valores   de R
2
 próximos a 1.  Un ejemplo de cromatograma se representa en la figura 9. 
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Figura 9: cromatograma de una muestra de suero con OH-itraconazol,  ravuconazol, itraconazol, posaconazol y 
voriconazol.Elcromatograma fue obtenido con un detector UV de arreglo de fotodiodos. 
 
Tipos de cromatografía usados en monitorización de azoles. 
Una de las variantes cromatográficas más útil en química clínica es la cromatografía líquida en 
fase reversa. La fase estacionaria es una matriz de sílice empaquetada que lleva unida una 
cadena alquílica de n- carbonos (C-8, cadena octil; C-18, cadena octadecil). En este caso la fase 
más hidrofóbica es la estacionaria, luego los compuestos que eluirán primero serán aquellos que 
sean más polares, quedando retenidos los compuesto más lipófilos, que interaccionarán con la 
fase estacionaria.  
1.4.3.- Métodos microbiológicos. 
Son métodos basados en la medición de la actividad de un compuesto biológicamente activo 
sobre un organismo vivo. En el caso de compuestos antimicrobianos, el fundamento de la 
técnica se basa en la capacidad de la inhibición del crecimiento de un microorganismo,   
causado por el compuesto que se quiere evaluar.  
Variables de un bioensayo: 
 Analito. Dependiendo del compuesto que se quiera determinar, se seleccionará un 
microorganismo que sea susceptible a la actividad biológica del compuesto a analizar.  
Este microorganismo es también llamado microorganismo revelador, y determina la 
actividad biológica del compuesto. 
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 Medio de crecimiento del microorganismo revelador. El medio de crecimiento deberá 
tener unas características que favorezcan el crecimiento de este microorganismo, así 
como una porosidad adecuada para la difusión del compuesto a analizar a través de él. 
Es un medio sólido (agar) con los nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento 
del microorganismo (Figura 10). También influye en la elección del medio la matriz 
biológica del ensayo, ya que la difusión puede variar en función de la densidad del 
medio. 
 
Figura 10: medio de crecimiento para bioensayo, compuesto por agar (izquierda) y suplementos nutricionales 
(derecha). 
 
 Relación entre actividad biológica y concentración del antimicrobiano. El compuesto 
debe difundir de manera homogénea, creando una zona de inhibición del crecimiento 
del microorganismo que sea fácilmente medible. Lo ideal es la medición del diámetro 
de los halos de inhibición formados (figura 2). Este diámetro de inhibición se 
relacionará con la concentración del compuesto antimicrobiano en la matriz inoculada. 
Realizando una serie de patrones estándar, se establece la ecuación que mejor ajuste de 
los datos concentración/diámetros de inhibición proporcione (R
2
 próximo a 1) para 
proceder a calcular las concentraciones en matrices problema donde la concentración de 
analito es desconocida. 
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Figura 11: Bioensayo revelado donde se muestran los halos de inhibición de crecimiento a diferentes concentraciones 
de analito. 
 
 
 Validación del bioensayo acorde a los parámetros  de validación que se especifican más 
adelante en la introducción de esta tesis. 
 
 
 
Figura 12: placa de bioensayo, microorganismo revelador y medidor de halos. 
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Como ventajas fundamentales estos métodos son más baratos que los cromatográficos y de 
implantación más sencilla en laboratorios de microbiología pequeños con menos recursos 
económicos. Así mismo son ensayos flexibles,
 
pudiendo variar tanto medios de crecimiento 
como microorganismos reveladores en función de las necesidades y de los analitos a determinar. 
Como desventajas se pueden enumerar que son métodos menos sensibles, precisos y exactos 
que los cromatográficos, pueden dar lugar a resultados confusos cuando el paciente esté 
sometido a terapia antimicrobiana combinada o esté medicado con otros fármacos con actividad 
antimicrobiana, y debe realizarse una validación cruzada con métodos cromatográficos, que son 
por lo general los métodos de referencia. Hay que recordar que estos métodos no detectan el 
antimicrobiano, sino que miden su actividad biológica, por lo que cualquier compuesto presente 
en el suero evaluado que tenga actividad antimicrobiana puede dar lugar a resultados equívocos. 
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1.5.-Validación de métodos bioanalíticos. 
Hay guías elaboradas por organismos internacionales, Food and Drug Administration 
norteamericana y European Medicines Agency europea, que establecen los parámetros 
necesarios en un proceso de validación para métodos bioanalíticos. Son de obligado 
cumplimiento para aquellos métodos que vayan a ser comercializados o para los desarrollados 
en la industria farmacéutica. Para la metodología desarrollada en los laboratorios de 
investigación y análisis clínico, son recomendaciones para establecer la validez de los métodos 
analíticos a desarrollar y la fiabilidad de los resultados emitidos. En este trabajo de tesis se han 
seguido las especificaciones y rangos de validez de los parámetros especificados en estas guías. 
La validación de un método bioanalítico incluye los procedimientos que demuestran que un 
método particular para la cuantificación de un determinado analito en una determinada matriz 
biológica (suero, sangre, plasma, orina), es reproducible y fiable para el uso que se le da.  
Hay que hacer una validación de los métodos bioanalíticos en casos como la adaptación de un 
método publicado a otro laboratorio, cuando se realizan cambios en métodos previamente 
validados, durante el desarrollo de nuevos medicamentos en los que el método sufre 
modificaciones en función de las fases que se dan en el desarrollo del fármaco, etc. Los 
diferentes niveles de validación demuestran la validez de la aplicabilidad del método. 
Se definen diferentes tipos de validación: 
1. Validación completa: es el establecimiento de todos los parámetros de validación 
aplicados al análisis de las muestras para cada método bioanalítico y para cada analito. 
a. Es importante cuando se desarrolla e implanta un método bioanalítico por 
primera vez. 
b. También es importante en la caracterización de un nuevo fármaco. 
c. Se debe realizar una validación completa de un ensayo previamente validado 
cuando se añaden metabolitos que deben ser cuantificados. 
2. Validación parcial. Es la modificación de un método bioanalítico validado que no 
necesita una validación completa. Esta validación puede estar en el rango de una 
pequeña determinación de exactitud intra ensayo hasta una validación casi completa del 
método. Los cambios más habituales que están dentro de esta categoría son los 
siguientes: 
a. Transferencias de métodos entre laboratorios y analistas. 
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b. Cambio en la metodología de análisis, como puede ser el cambio de sistema de 
detección. 
c. Cambio de matriz dentro de la misma especie (por ejemplo cuando se cambia 
de evaluar plasma humano a evaluar orina humana). 
d. Cambio en los métodos de procesamiento de las muestras. 
e. Cambio de especie dentro de la misma matriz (por ejemplo cuando se cambia 
plasma de rata por plasma de ratón). 
f. Cambio relevante en los rangos de concentraciones. 
g. Cambios en los instrumentos o en el software de procesamiento de los 
resultados. 
h. Cuando se tiene un volumen limitado de muestra (por ejemplo en estudios 
pediátricos). 
i. Matrices raras (por ejemplo líquido cefalorraquídeo) 
j. Variación en la sensibilidad de un analito en presencia de medicaciones 
concomitantes. 
k. Variación en la sensibilidad  de un analito en presencia de metabolitos 
específicos. 
3. Validación cruzada. Es una comparación de los parámetros de validación cuando dos o 
más métodos bioanalíticos se usan para generar datos dentro de un mismo estudio o en 
estudios diferentes. La validación cruzada debe realizarse, por ejemplo, cuando un 
mismo estudio es llevado a cabo en más de un laboratorio de manera simultánea. La 
validación debe realizarse con estándares incluidos en el tipo de matriz biológica, y 
cada laboratorio donde se lleve a cabo el estudio debe evaluar estas muestras para 
establecer la fiabilidad interlaboratorio. También esta validación se debe realizar 
cuando se van a generar en un estudio datos mediante dos técnicas analíticas diferentes 
(LC-MS-MS vs. ELISA). 
El proceso por el cual se desarrolla y valida un método bioanalítico debe seguir los siguientes 
pasos secuenciales. 
a) Preparación de los estándares de referencia. 
b) Desarrollo del método bioanalítico y establecimiento del procedimiento del ensayo. 
c) Aplicación del método validado al análisis  rutinario del compuesto, así como de los 
criterios de aceptación para la validación de los resultados de los sets de muestras. 
 
Preparación de estándares de referencia. 
El análisis de compuestos y de sus metabolitos en una matriz biológica es llevado a cabo usando 
muestras a las que se les añade estándares de calibración (EC) y usando muestras controles de 
   53 
 
calidad (CC) de concentración definida. El estándar de calibración se usará en el 
establecimiento de los parámetros de validación del método, mientras que los controles de 
calidad se usarán para comprobar la validez del método a lo largo del tiempo en el que esté en 
uso.  
La pureza del EC puede afectar a los datos que se obtienen en el estudio. Por lo tanto, se debe 
usar un estándar de referencia de identidad y pureza conocida para la preparación de soluciones 
de concentración conocida. Siempre que sea posible, el compuesto de referencia debe ser 
idéntico al analito. Si no fuera posible, se puede usar una forma química de pureza conocida 
(bien sea una sal, una base, un ácido o un éster) del mismo analito. 
Estos estándares pueden ser de tres tipos:  
- Estándares de referencia certificados. 
- Estándares de referencia suministrados  por una fuente comercial fiable. 
- Productos de pureza documentada suministrados por un laboratorio analítico o 
alguna otra corporación no comercial. 
Estos estándares, sea la procedencia cual sea, deben estar identificados siempre con un número 
de lote, fecha de caducidad, certificados de análisis, y un control externo o interno de identidad 
y pureza del compuesto. 
Desarrollo del método y establecimiento del procedimiento. 
Validación completa de un método bioanalítico 
Una validación completa requiere evaluar selectividad exactitud, precisión, selectividad, 
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad. Los pasos incluyen la determinación de: 
1) Selectividad y sobrecarga. 
2) Exactitud, precisión y recuperación  
3) Curva de calibración. 
4) Sensibilidad 
5) Reproducibilidad 
6) Estabilidad del analito. 
Selectividad. Es la capacidad del método analítico de diferenciar y cuantificar el analito, así 
como el control interno (CI) en presencia de otros componentes endógenos de la matriz 
biológica y otros componentes de las muestras. La selectividad debe ser evaluada con al menos 
seis fuentes de la matriz biológica adecuadas. Las fuentes seleccionadas  no deben contener ni el 
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analito ni el CI que se vayan a evaluar en el método. Se acepta la ausencia de interferencias 
cuando la respuesta es menor del 20% del límite inferior de cuantificación del analito (LIC). 
No sólo es necesario evaluar las interferencias endógenas de la matriz, sino que también hay que 
evaluar las posibles interferencias que se puedan producir por la degradación de productos 
durante la preparación de la muestra. También es necesaria la evaluación de interferencias que 
puedan producir medicaciones que estén administrándose de manera simultánea en la población 
en la que vaya a ser analizado ese compuesto. 
Si el método que se desarrolla pretende cuantificar más de un analito al mismo tiempo, debe 
demostrarse la ausencia de interferencias que reduzcan la fiabilidad del método en cada uno de 
los puntos donde se detecta cada analito.  
Sobrecarga. Comprobación de que el método puede analizar altas concentraciones de analito en 
una determinación sin afectar a posteriores determinaciones. Debe ser identificada y minimizada 
durante el desarrollo del método. Se realiza  inyectando muestras blanco (matriz biológica sin 
analito) después de la concentración más alta del estándar de calibración que se está usando. Si 
aparece sobrecarga y esta no puede evitarse, se deben tomar medidas específicas durante la 
validación, como puede ser la inclusión de muestras blanco después de la inyección de muestras 
con una alta concentración de analito antes del análisis de la siguiente muestra. 
Exactitud. Describe la proximidad del valor calculado al valor  real o nominal del analito 
(expresado en porcentaje de Error Relativo). La exactitud debe de ser evaluada con controles de 
calidad (CC). Para su determinación deben hacerse análisis repetitivos que cubran el rango 
descrito en la curva de calibración y que incluirá al menos las siguientes concentraciones: 
- El Límite inferior de cuantificación (LIC). Es la cantidad mínima de analito en una 
muestra que puede ser cuantificada fiablemente con una precisión y una exactitud 
aceptables. Este LIC debe ser adaptado a las concentraciones esperadas y al objetivo 
del estudio. 
- Una concentración tres veces superior al LIC (CC bajo). 
- Una concentración que esté en la mitad de la curva de calibración (CC medio). 
- Y una concentración que esté en la parte final de las concentraciones que abarca la 
curva de calibración (CC alto). 
La exactitud debe de ser evaluada tanto en un set de muestras simple (exactitud en un día), 
como en set de muestras en diferentes días (exactitud entre días). Esta última es el indicativo de 
la exactitud del método a lo largo del tiempo. 
- Exactitud en un día: al menos deben evaluarse cinco muestras por concentración. El 
error relativo medio debe ser del 15% o menor respecto de las concentraciones 
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nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviación puede llegar a ser de 
hasta el 20%. 
- Exactitud entre días: al menos se deber realizar cinco determinaciones por 
concentración y por set de muestras de los CC. Al menos se deben evaluar tres set de 
muestras en dos días diferentes El error relativo medio debe ser del 15% o menor 
respecto de las concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la 
desviación puede llegar a ser de hasta el 20%. 
Precisión. Describe la cercanía de las medidas individuales que se hacen en el análisis de un 
analito. Se expresa con el coeficiente de variación. La precisión se debe demostrar para el LIC, 
el CC bajo, el CC medio y el CC alto. 
- Precisión en un día: la precisión media debe ser del 15% o menor respecto de las 
concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviación puede 
llegar a ser de hasta el 20%. 
- Exactitud entre días: la exactitud media debe ser del 15% o menor respecto de las 
concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviación puede 
llegar a ser de hasta el 20%. 
 
Recuperación. Es la respuesta de un detector obtenida cuando se evalúa una concentración de 
analito que ha sido extraída de  una matriz biológica comparada con la respuesta del detector 
obtenida de la evaluación de la concentración de un estándar sin extraer. Se evalúa la capacidad 
del método de extracción. No es necesario que la recuperación tenga valores del 100%, pero sí  
debe ser consistente, precisa y reproducible. Estos experimentos se deben realizar a tres 
concentraciones, baja, media y alta. 
Curva de calibración. Se debe conocer la respuesta del instrumento respecto al analito, y esta 
respuesta debe ser evaluada en un rango de concentraciones adecuado (como por ejemplo el 
rango de concentraciones que se prevee encontrar en las muestras a avaluar). Las 
concentraciones de los EC deben estar preparadas en la misma matriz biológica de las muestras 
que pretendan estudiarse. 
El rango de concentraciones que  se incluirá en una curva de calibración, queda definido por el 
LIC, que es el EC de concentración más baja, y el límite superior de cuantificación (LSC), que 
es el EC de concentración más elevada. Este rango de concentraciones siempre debe de estar 
justificado y basado en información científica fiable. 
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Una curva de calibración consiste en una muestra blanco (muestra de la matriz procesada sin 
CI), una muestra cero (muestra de la matriz procesada con CI) y de seis a ocho muestras de la 
matriz con el analito que incluya el rango de concentraciones esperado. Las muestras blanco y 
cero no deber ser tomadas en consideración para el cálculo de los parámetros de la curva de 
calibración. 
Al menos se deben realizar tres curvas de calibración. Una vez calculada la curva de 
calibración, se debe analizar la exactitud de los EC  en esa misma curva de calibración. Los 
valores calculados para cada EC deben cumplir los criterios que se detallan a continuación: 
 Los valores de cada EC no deben desviarse más del  ±15% del valor nominal (concentración 
teórica que contiene el EC), a excepción del LIC, para el que se permite una desviación del 
±20% de su valor nominal. 
 Al menos el 75% de los calibradores de un mínimo de seis deben de cumplir estos criterios. 
En caso de que no lo cumplan, este EC debe ser descartado y la curva de calibración 
recalculada, incluyendo los análisis de regresión que se hayan efectuado. Se recomienda que 
las curvas de calibración se evalúen con EC preparados lo más recientemente posible. 
 Para el cálculo de la curva de calibración, se debe aplicar el modelo más simple que 
describa adecuadamente la relación concentración-respuesta. El modelo más simple suele 
ser el de regresión lineal. El uso de modelos y ecuaciones complejas de regresión debe de 
estar justificado. 
LIC. Para que un EC sea aceptado como LIC, debe cumplir las siguientes condiciones: la 
respuesta del analito en el LIC tiene que ser al menos cinco veces superior comparado con la 
respuesta de la muestra blanco. La respuesta del analito (pico cromatográfico), debe ser 
identificable, discreta y reproducible con una precisión del 20% y una exactitud del 80-120%. 
Sensibilidad. La sensibilidad es definida como la concentración de analito más baja que puede 
ser medida con precisión y exactitud aceptable. Es también conocida como Límite inferior de 
cuantificación (LIC) 
Reproducibilidad La reproducibilidad del método se define por la realización de mediciones 
repetidas de controles de calidad y muestras. Se determina también la reproducibilidad  de la 
reinyección de muestras para determinar si una serie de análisis pueden repetirse en el caso de 
que existan fallos del instrumento durante el análisis de muestras. 
Estabilidad del analito. La evaluación de la estabilidad debe de realizarse para asegurar que los 
procedimientos realizados durante el procesamiento de la muestra, el análisis y el almacenaje, 
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no afectan a la concentración del analito. La estabilidad de un analito en un fluido biológico es 
función de las condiciones de almacenaje, la matriz y el recipiente que se utiliza tanto en el 
procesado como en el almacenaje. La estabilidad del analito es particular de una matriz y de un 
recipiente de almacenaje, y no puede ser extrapolada a otros recipientes y matrices biológicas. 
Las condiciones que se usen para el estudio de estabilidad deben reflejar las condiciones que se 
encontrarán durante el manejo y el análisis de las muestras. Todas las determinaciones que se 
realicen deben ser de sets de muestras preparadas desde soluciones stock recientemente 
preparadas del analito. Las soluciones stock del analito deben de ser preparadas en el solvente y 
la matriz adecuada y a concentraciones conocidas. 
 Estabilidad congelación-descongelación.  Se debe determinar la estabilidad del analito 
después de tres ciclos de congelación-descongelación. Al menos tres alícuotas de 
concentraciones bajas y altas. Se deben congelar las soluciones a la temperatura de almacenaje 
durante 24 horas, para posteriormente descongelarlas a temperatura ambiente. Una vez 
descongeladas completamente, deben congelarse de nuevo durante al menos otras 12-24 horas 
bajo las mismas condiciones. El ciclo debe repetirse al menos durante dos veces más y las 
muestras serán analizadas al final del tercer ciclo. Si un analito es inestable a la temperatura de 
almacenaje evaluada, debe hacerse la evaluación de la estabilidad a -70ºC. 
 Estabilidad a corto plazo. Las muestras deben descongelarse a temperatura ambiente y 
mantenidas a esta temperatura durante 4-24 horas para después ser analizadas. Este tiempo 
dependerá del tiempo que se tengan las muestras del estudio a temperatura ambiente antes de 
evaluarlas. 
 Estabilidad a largo plazo. El tiempo durante el cual se evaluará esta estabilidad debe 
exceder el tiempo que pasa desde el primer muestreo que se prepara y la última muestra 
analizada. Se almacenarán tres alícuotas de las concentraciones que se evalúen. Los volúmenes 
deben de ser lo suficientemente grandes como para permitir el análisis en tres ocasiones 
diferentes. Las concentraciones que se obtienen deben compararse con las concentraciones 
obtenidas el primer día de la evaluación a largo plazo. 
 Estabilidad de la solución stock. La estabilidad de las soluciones stock y del control 
interno debe documentarse cuando estas soluciones se congelan durante el período de 
validación. Después de que el tiempo de almacenaje se haya completado, debe compararse el 
resultado de la señal del instrumento con la señal del instrumento para esas muestras antes de 
proceder a la congelación de estas soluciones stock. 
 Estabilidad post-preparativa. Debe ser evaluada la estabilidad de las muestras 
procesadas. Esta se realizará dejando dentro del aparato de cromatografía las muestras 
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procesadas durante 24 y 96 horas, para posteriormente proceder a evaluar la señal del 
instrumento. Esta señal debe de ser comparada con la de las muestras evaluadas a tiempo cero.  
La evaluación de la estabilidad y de los tipos de estabilidad que deben aplicarse a cada método 
analítico y a cada analito, deben adaptarse a las condiciones en las que se van a almacenar y 
evaluar las muestras para las que se vaya a aplicar el método desarrollado y validado. Las 
temperaturas también variarán en función de las temperaturas a las que las muestras vayan a ser 
almacenadas y procesadas. 
     Bibliografía 
 
 EMA.Guideline on validation of bioanalytical methods.February 2012. 
 FDA.Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation.FDA 2013 September.  
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1.6.- Revisión de la literatura en relación a la utilidad clínica de la monitorización 
de fármacos antifúngicos azólicos sistémicos. 
 
Artículo Original: “Indicaciones clínicas de la monitorización de azoles de uso sistémico. 
Hacia la optimización del tratamiento de la infección fúngica”.  
Revista Española de Quimioterapia. 2014 Mar;27(1):1-16. 
Objetivos: 
1.- Evaluación del papel de la monitorización clínica de los antifúngicos que están actualmente 
disponibles en la práctica clínica, con una dedicación  exclusiva a los compuestas azólicos. 
2.- Elaborar un compendio de toda la metodología publicada hasta el momento de la elaboración 
de la revisión, incluyendo métodos cromatográficos y métodos biológicos. 
3.- Resumir las indicaciones más recientes acerca de la monitorización de azoles 
 
Conclusiones: 
1.- La posibilidad de monitorizar  concentraciones sanguíneas de los antifúngicos ha supuesto 
un valor añadido en el manejo de los pacientes con infección fúngica invasora. En la actualidad 
es una herramienta terapéutica complementaria en el tratamiento de estos pacientes. 
2.- Los resultados publicados de diferentes estudios con itraconazol, posaconazol y voriconazol 
hacen que su monitorización rutinaria  deba ser tenida en cuenta, y en el caso de voriconazol 
obligatoria como herramienta de manejo en pacientes en tratamiento o profilaxis. 
3.- En cuanto a itraconazol y posaconazol, la monitorización de concentraciones valle es 
recomendable, siendo también la monitorización de la absorción una actitud terapéutica válida 
para asegurar la biodisponibilidad de ambos fármacos. 
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2.1.- Planteamiento. 
 
Los triazoles de uso sistémico disponibles actualmente para el uso clínico son fluconazol, 
itraconazol, voriconazol y posaconazol. Así mismo, actualmente está en fase de desarrollo y 
estudio isavuconazol.  Estos fármacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad fúngica 
invasora (EFI), junto a la familia de las equinocandinas, han revolucionado tanto el tratamiento 
como la evolución de los pacientes con este tipo de patologías. Pero al contrario que en el caso 
de las equinocandinas, que han demostrado tener  un perfil farmacocinético estable y no 
presentan variabilidad farmacocinética intraindividual y tampoco interpoblacional (Gautier-
Veyret, Fonrose et al., 2015; Saini, Seki et al., 2014), los azoles presentan ciertas peculiaridades  
que explican que su farmacocinética varíe de unos individuos a otros (Hope, Billaud et al., 
2008). 
La monitorización de fármacos tiene por objetivo maximizar la probabilidad de éxito 
terapéutico, minimizando la probabilidad de toxicidad. Las recomendaciones específicas para la 
monitorización varían en función del fármaco a monitorizar y el contexto clínico en el que se 
produzca la administración de este. 
En  la actualidad, disponemos de recomendaciones de expertos y distintas sociedades médicas 
que apoyan la necesidad de realizar una monitorización Cada día hay mayores evidencias de que 
la monitorización de azoles ayuda al ajuste de la dosis efectiva, previene la administración de 
dosis relacionadas con toxicidad y permite una adecuada  vigilancia de la biodisponibilidad, 
especialmente en aquellos fármacos que se administran por vía oral (Andes, Pascual et al., 
2009). 
El desarrollo y validación de técnicas analíticas reproducibles y fiables permiten monitorizar la 
exposición de antifúngicos en el paciente tratado y constituyen una herramienta complementaria 
que facilita el manejo del paciente con EFI, asegurando un uso eficaz y seguro de los 
antifúngicos triazólicos sistémicos (Dolton, Ray et al., 2012; Hope, Billaud et al., 2008; Kintzel, 
Rollins et al., 1995; Park, Kim et al., 2012; Pascual, Calandra et al., 2008; Ashbee, Barnes et al., 
2014; Bruggemann and Aarnoutse, 2015; Lewis, 2011).  
 
 
2.2.- Objetivo. 
De acuerdo con las necesidades actuales en el manejo de la EFI, el objetivo de esta tesis fue 
implementar métodos analíticos válidos  basados en la cromatografía líquida de alta eficacia 
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(HPLC) y en métodos microbiológicos (bioensayos) para  la cuantificación de  concentraciones 
sanguíneas de antifúngicos azólicos (itraconazol, voriconazol y posaconazol). Se desarrollaron y 
validaron para su aplicación en monitorización de  pacientes tratados, así como para el estudio  
de la relación exposición-respuesta en  modelos animales de infección. 
2.3.- Desarrollo del objetivo. 
El desarrollo de los métodos analíticos y su validación se realizó de manera secuencial: 
 Desarrollo y validación de un método cromatográfico y microbiológico (HPLC-UV) 
para la detección y la cuantificación de voriconazol en muestras de suero humano.  
 Desarrollo y validación de un método cromatográfico, mediante cromatografía líquida 
de alta eficacia acoplada a un detector de fotodiodos (HPLC-UV) para la detección y 
cuantificación de itraconazol y su metabolito activo hidroxiitraconazol en muestras de 
suero humano. 
 Desarrollo y validación de un método cromatográfico (HPLC-UV) y microbiológico 
para la detección y la cuantificación de posaconazol en muestras de suero humano. 
 Desarrollo y validación de un método (HPLC-UV) aplicable a estudios exposición-
respuesta con posaconazol en un modelo murino de aspergilosis invasiva 
 Validación de un modelo alternativo de aspergilosis en invertebrado ( larvas de Galleria 
mellonella) para estudios de virulencia.  
 Estudio de la correlación in vivo-in vitro con azoles en el modelo de aspergilosis en 
invertebrado (modelo Galleria mellonella). 
 Estudios farmacodinámicos en pacientes monitorizados en tratamiento con voriconazol. 
Establecimiento de relaciones dosis- eficacia, y recopilación de datos clínicos que 
ayuden a aclarar el papel de la monitorización en el manejo de la EFI. 
Bibliografía 
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3.1.-Fase preanalítica: desarrollo y validación de métodos bioanalíticos 
para la cuantificación de antifúngicos azólicos sistémicos. 
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Artículo original: “Development and validation of a fast HPLC/photodiode array 
detection method for the measurement of voriconazole in human serum samples. A 
reference laboratory experience”.  
Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica. 2013 Jan;31(1):23-8. doi: 
10.1016/j.eimc.2012.03.003. Epub 2012 Jul 8. 
Objetivos: 
1.-Desarrollo de un método rápido y sencillo mediante cromatografía líquida de alta eficacia 
para la cuantificación de voriconazol en muestras de suero humano. 
2.-Validación del método descrito siguiendo las recomendaciones de las guías internacionales 
para validación de métodos bioanalíticos. 
3.-Análisis de una manera descriptiva los resultados obtenidos de la evaluación de 141 muestras 
de suero humano pertenecientes a pacientes tratados con voriconazol. 
 
Conclusiones: 
1.-Es un método rápido, simple y válido para cuantificar voriconazol en muestras de suero 
humano. 
2.-Cumple los criterios de validación de métodos bioanalíticos de las guías internacionales 
(FDA, EMEA). La precisión y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones 
evaluadas cubre el rango terapéutico propuesto para voriconazol tanto en tratamiento como en 
profilaxis. 
3.- Se observó una gran variabilidad tanto intra como interpaciente en las concentraciones de 
voriconazol, lo cual corrobora la necesidad de monitorización de este antifúngico. 
4.-Este método es aplicable a la monitorización terapéutica de voriconazol en el laboratorio 
clínico de manera rutinaria. Debido a la rapidez del análisis y su  simplicidad, este método 
puede ofrecer al clínico una herramienta para la individualización de la dosis y su ajuste de 
manera rápida y eficaz. 
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Artículo original: “HPLC/UV or bioassay: two valid methods for posaconazole 
quantification in human serum samples". 
Clinical Microbiology and Infection. 2012 Dec;18(12):1229-35. doi: 10.1111/j.1469-
0691.2011.03732.x. Epub 2011 Dec 22. 
Objetivos: 
1.-Desarrollo de un método rápido y sencillo mediante cromatografía líquida de alta eficacia 
para la cuantificación de posaconazol en muestras de suero humano. 
2.-Desarrollo de un método rápido y sencillo mediante bioensayo para la cuantificación de 
posaconazol en muestras de suero humano 
3.- Validación del método desarrollado mediante siguiendo las recomendaciones de las guías 
internacionales para validación de métodos bioanalíticos. 
4.- Validación cruzada de ambos métodos con muestras clínicas, tomando el método 
cromatográfico como método de referencia. 
Conclusiones: 
1.-Son dos métodos rápidos, simples y válidos para cuantificar posaconazol en muestras de 
suero humano. 
2.-Cumple los criterios de validación de métodos bioanalíticos de las guías internacionales 
(FDA, EMEA). La precisión y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones 
evaluadas en ambos métodos cubre las concentraciones diana propuestas para posaconazol tanto 
en tratamiento como en profilaxis. 
3.- Los resultados de la validación cruzada muestran muy buena correlación, resultando válidos 
para realizar el seguimiento de las concentraciones sanguíneas en pacientes tratados con 
posaconazol. 
4.-Ambos métodos son aplicables a la monitorización terapéutica de posaconazol en el 
laboratorio clínico de manera rutinaria. El bioensayo ofrece una alternativa válida y fiable a los 
métodos cromatográficos en aquellos laboratorios clínicos que no puedan optar a la adquisición 
de instrumentación para el análisis cromatográfico. 
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Artículo original: “Determination of voriconazole serum concentration by bioassay, a 
valid method for therapeutic drug monitoring for clinical laboratories”. 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2013 Jul;57(7):3437-40. doi: 10.1128/AAC.00323-
13. Epub 2013 May 6 
Objetivos: 
1.- Desarrollo de un método rápido y sencillo mediante bioensayo o ensayo microbiológico para 
la cuantificación de voriconazol en muestras de suero humano. 
2.-Validación de este método según los estándares de las guías internacionales para la 
validación de métodos bioanalíticos. 
3.-Determinación de la reproducibilidad y la validez del método mediante la evaluación de 
controles de calidad de concentraciones conocidas. Se realizó una validación cruzada tomando 
como referencia un método por HPLC para establecer la validez del bioensayo y cómo podía 
afectar a la toma de decisiones clínicas las diferencias obtenidas.  
 
Conclusiones: 
1.-Es un método rápido, simple y válido para cuantificar voriconazol en muestras de suero 
humano en laboratorios donde no haya accesibilidad a aparatos cromatográficos. 
2.-Cumple los criterios de validación de métodos bioanalíticos de las guías internacionales 
(FDA, EMEA). La precisión y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones 
evaluadas en ambos métodos cubre las concentraciones diana propuestas para voriconazol tanto 
en tratamiento como en profilaxis. 
3.- Los resultados de la validación cruzada muestran una muy buena correlación entre ambos 
métodos, resultando el bioensayo válido para realizar el seguimiento de las concentraciones 
sanguíneas en pacientes tratados con voriconazol. 
4.-Es un método válido para la monitorización terapéutica de voriconazol en el laboratorio 
clínico. El bioensayo ofrece una alternativa fiable a los métodos cromatográficos en aquellos 
laboratorios que no puedan optar a la adquisición de instrumentación para el análisis 
cromatográfico. 
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Artículo original:“A simple, sensitive HPLC-PDA method for the quantification of 
itraconazole and  hydroxy itraconazole in human serum: a reference laboratory 
experience”.  
Diagnostic Microbiology and Infectious  Diseases. 2013 Jul;76(3):314-20. doi: 
0.1016/j.diagmicrobio.2013.03.012. Epub 2013 Apr 12. 
 
Objetivos: 
1.-Desarrollo de un método rápido y sencillo mediante cromatografía líquida de alta eficacia 
para la cuantificación de itraconazol y de su metabolito hidroxiitraconazol en muestras de suero 
humano. 
2.- Validación de este método según los estándares de las guías internacionales para la 
validación de métodos bioanalíticos. 
3.-Se analizaron de una manera descriptiva los resultados obtenidos de la evaluación de 104 
muestras de suero humano pertenecientes a pacientes tratados con Itraconazol. 
 
Conclusiones: 
1.-Es un método rápido, simple y válido para cuantificar itraconazol e hidroxiitraconazol en 
muestras de suero humano. 
2.-Cumple los criterios de validación de métodos bioanalíticos de las guías internacionales 
(FDA, EMEA). La precisión y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones 
evaluadas cubre las concentraciones diana propuestas para Itraconazol tanto en tratamiento 
como en profilaxis. 
3.- Se observó una gran variabilidad tanto interpaciente en las concentraciones de itraconazol, lo 
cual corrobora la necesidad de monitorización de este antifúngico. Así mismo también se 
observó variabilidad en la proporción de hidroxiitraconazol en las muestras evaluadas. Por lo 
general,  las concentraciones presentes de hidroxiitraconazol en las muestras evaluadas  eran de 
media dos veces mayor que la de itraconazol. 
4.-Este método es aplicable a la monitorización terapéutica de Itraconazol en el laboratorio 
clínico de manera rutinaria. Debido a la rapidez del análisis y su  simplicidad, este método 
puede ofrecer al clínico una herramienta para la individualización de la dosis y su ajuste. Así 
mismo queda por esclarecer la importancia de la monitorización de hidroxiitraconazol en el 
tratamiento y en la profilaxis cuando los pacientes son tratados con Itraconazol. 
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3.2.- Utilidad de la determinación de concentraciones sanguíneas y 
tisulares en modelos animales. Relaciones dosis exposición, 
establecimiento de parámetros farmacocinéticos. Relaciones entre 
concentraciones séricas y respuesta, evaluación de métodos de 
diagnóstico y seguimiento. 
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Artículo original: “An invertebrate model to evaluate virulence in Aspergillus fumigatus: 
The role of azole resistance”. 
Medical Mycology. 2014 Apr;52(3):311-9. doi: 10.1093/mmy/myt022. Epub 2014 Feb 4 
Objetivos: 
1.- Investigar el impacto de las mutaciones en el CYP51A, diana de los azoles, en la patogénesis 
de Aspergillus fumigatus usando un modelo de hospedador invertebrado con  larvas de la polilla 
de la miel (Galleria mellonella). 
2. - Evaluación de los patrones de crecimiento in vitro de las diferentes cepas. 
 
Conclusiones: 
1.-  Todas las cepas demostraron un patrón de crecimiento in vitro similar y fueron igual de 
virulentas en las larvas del insecto.  
 
2.- Estos resultados sugieren que en A. fumigatus la adquisición de este mecanismo de 
resistencia no implica cambios significativos en la virulencia. 
3.- Galleria mellonella proporciona un modelo adecuado y barato para el precribado in vivo de 
mutantes de Aspergillus fumigatus, contribuyendo a la generación de hipótesis que pueden ser 
evaluadas en experimentos con modelos animales de mamíferos. 
4.-El modelo ofrece en este sentido interesantes aplicaciones al estudio de relaciones 
exposición-respuesta con antifúngicos por su fácil manejo y versatilidad.  
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Artículo original: “In vivo efficacy of voriconazole and posaconazole therapy in a novel 
invertebrate model of Aspergillus fumigatus infection”. 
International Journal of Antimicrobial Agents  2015 Aug 17. pii: S0924-8579(15)00275-7. doi: 
10.1016/j.ijantimicag.2015.07.007. [Epub ahead of print] 
 
Objetivos: 
1.- Investigar como alternativa experimental  un modelo invertebrado en larvas de Galleria 
mellonella para comprobar la eficacia in vivo de  voriconazol y posaconazol  en cepas con 
diferente sensibilidad antifúngica de Aspergillus fumigatus. 
2. - Análisis de los parámetros farmacocinéticos/farmacodinámicos   obtenidos y su utilidad 
para la predicción de la respuesta antifúngica. 
3,- Demostrar la utilidad en la correlación in vitro- in vivo de cepas resistentes a los azoles. 
 
Conclusiones: 
1.- La administración de los dos azoles mejoraban la supervivencia de las larvas infectadas con 
las cepas susceptibles, mostrando voriconazol mayor eficacia que posaconazol. 
2.- Las larvas infectadas con las cepas resistentes no respondieron al tratamiento. 
3.- Se producía un aumento en la supervivencia de las larvas cuando se asociaban valores de 
AUC0-24/MIC> 63 y AUC0-24/MIC> 477 para voriconazol y posaconazol, respectivamente. 
4.- El fenotipo observado in vitro se correlaciona bien con la eficacia observada in vivo. El 
parámetro farmacocinético/farmacodinámico predictor de éxito terapéutico (AUC0-24/MIC) 
evaluado en el modelo demuestra ser comparable  al descrito en otros modelos de infección, lo 
que valida este modelo alternativo  para predecir el perfil sensibilidad antifúngica y la 
resistencia de cepas de Aspergillus fumigatus. 
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Artículo original: “Exposure and response after prophylaxis with a high dose of 
posaconazole in a rat model of invasive pulmonary aspergillosis”. 
(en revisión de correcciones por la Revista Enfermedades Infecciosas y 
Microbiología Clínica) 
Objetivos: 
1.-Establecer la validez de un modelo experimental de aspergilosis pulmonar en rata. 
Evaluación de la exposición al fármaco y la eficacia de la profilaxis utilizando dos cepas de 
Aspergillus fumigatus con perfiles de sensibilidad muy distintos.  
2.- devaluación de la exposición a posaconazol en el animal tras un régimen de profilaxis. 
3.- Se evaluó la respuesta mediante dos herramientas diagnósticas, una ya validada para el 
seguimiento del tratamiento como es el ELISA para la cuantificación del galactomanano en 
suero. La otra una PCR cuantitativa a tiempo real para determinación de DNA de Aspergillus 
fumigatus en tejido. 
 
Conclusiones: 
1.-No hubo diferencias en la exposición a posaconazol en ambos grupos de animales infectados 
con ambas cepas. 
2.- Los niveles de galactomanano decrecieron en aquellos animales en profilaxis con 
posaconazol y que fueron infectados con la cepa salvaje. Por el contrario, los niveles de 
galactomanano en la cepa resistente aumentaron con el tiempo a pesar la profilaxis. 
3.- En cuanto a las cargas fúngicas, se observó un aumento de estas en los animales infectados 
con la cepa resistente.  
4.- Este modelo animal es válido para evaluar nuevas herramientas de seguimiento de 
tratamiento y de diagnóstico, así como para observar la eficacia de nuevos compuestos 
antifúngicos y establecer relaciones exposición-respuesta. 
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Abstract 
We used a steroid-immunosuppressed rat model of invasive pulmonary aspergillosis to explore 
the utility of galactomannan enzyme inmunoasssay (GM) and quantitative real time PCR (RT-
PCR) to evaluate the association between response and exposure after a high dose of 
prophylactic posaconazole. Two different strains of Aspergillus fumigatus with different in vitro 
posaconazole susceptibility were used. Results demonstrated similar posaconazole exposure for 
all treated animals. However, response to posaconazole relied on in vitro susceptibility of 
infecting strain. After prophylaxis, galactomannan index and fungal burden decreased only in 
those animals infected with the most susceptible strain. This study demonstrated that both 
biomarkers may be useful tools for predicting efficacy of antifungal compounds in prophylaxis. 
Resumen 
Se evaluaron en un modelo de aspergilosis pulmonar invasiva en rata inmunodeprimida la 
utilidad del galactomanano sérico y de la PCR cuantitativa a tiempo real y su relación con la 
respuesta y la exposición después de altas dosis profilácticas de posaconazol. Para ello 
diferentes grupos de animales se infectaron con una cepa sensible in vitro y otra resistente de 
Aspergillus fumigatus. Después de la profilaxis, el índice de galactomanano y la carga fúngica 
disminuyó en aquellos animales infectados con la cepa sensible. Los resultados mostraron 
similar exposición en todos los animales tratados, sin embargo la respuesta a posaconazol, 
medida como aumento de la carga fúngica y el índice de galactomanano, fue peor en aquellos 
infectados con la cepa resistente. Este estudio demuestra la utilidad de ambos biomarcadores en 
la evaluación de la respuesta a antifúngicos. 
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Introduction 
Invasive aspergillosis (IA) remains a leading cause of infectious disease related to deaths in 
patients with hematologic malignancies and undergoing hematopoietic stem cell transplantation 
despite advances in diagnostic tools and treatment options
1
. 
Early diagnosis is critical for rapid treatment, but the lack of sensitive and specific clinical 
symptoms and radiological patterns is a hindrance. Traditional histopathological examination 
and fungal culture rely on invasive procedures, are relatively insensitive, and are not commonly 
used in clinical diagnosis owing to the challenges of sampling pulmonary fluids or tissues from 
critically ill patients
2
. As a consequence of this, the high morbility and mortality still related to 
fungal infection has made the use of prophylaxis, or empiric treatment regimens, the main 
alternative for clinicians to better manage these patients. 
Several antifungal drugs have been used for both regimens in recent years, basically conditioned 
by epidemiological reasons and availability of individual compounds, as well as cost, efficacy, 
drug-drug interaction and resistance prevalence
3
. Before the incorporation of posaconazole to 
the antifungal therapeutic arsenal, itraconazole and fluconazole had been most frequently used 
to prevent fungal infections in at-risk populations
4
. Itraconazole was associated with a lower 
incidence of invasive fungal infections in heart transplants, and fluconazole demonstrated 
efficacy in the prevention of invasive candidiasis
3, 5
. 
Posaconazole (PSC) is a broad-spectrum triazole with activity against many filamentous fungal 
pathogens, including mucorales. In the last few years, some reported cases conﬁrmed the 
efficacy of posaconazole prophylaxis in clinical settings
6-8
. The recommended dosage for 
prophylaxis is 600 mg or 8.6 mg/Kg per day (200 mg three times per day, t.i.d.).As with 
voriconazole and itraconazole, pharmacokinetic studies indicate marked interpatient variability 
in both healthy volunteers and patient populations
6
, especially for digestive diseases (mucositis 
and diarrhea), resulting in lower posaconazole serum concentrations and loss of efficacy
9
. In the 
context of antifungal prophylaxis, exposure-response relationships need to be clarified, although 
in the particular case of posaconazole, several studies facilitate the assessment of a relationship 
between blood concentration (exposure) and prophylactic regimen efficacy (response)
10
. 
Since the 1930s, experimental models of infection have allowed the in vivo evaluation of 
antimicrobial agents for the treatment of experimentally induced infection. In this context, 
experimental models of fungal infection have contributed to better explain exposure-response 
relationships after antifungal treatment, making them useful tools to evaluate whether clinical 
success is potentially limited to exposure to the drug or dependent on the susceptibility of the 
causative strain. Regarding posaconazole exposure and fungal infection, very little data has been 
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published until now
10-15
. In our case, we used a steroid-immunosuppressed rat model of invasive 
pulmonary aspergillosis to connect exposure and efficacy of posaconazole in a prophylaxis 
regimen. For this purpose, two different strains of Aspergillus fumigatus, differing in 
posaconazole in vitro susceptibility, were included. The evolution of infection and the 
effectiveness of prophylaxis were evaluated using two different methodologies, detection of 
fungal DNA by quantitative real-time PCR (RT-PCR) in conjunction with measurement of 
galactomannan antigen (GM). Serum levels of posaconazole were also determined and 
compared. 
This work was presented in part at 23
rd
ECCMID: [E. Cendejas-Bueno et al.]  Exposure-
response relationship after prophylaxis with posaconazole in a rat model of invasive 
pulmonary aspergillosis. Abstract number P1085 in the 23
rd
 European Congress of 
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), Berlin, Germany, 27-30April 
2013. 
 
Materials and methods. 
Isolates. Two Aspergillus fumigatus clinical strains differing in posaconazole susceptibility 
were used in this work. Susceptibility testing was performed based on the European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
16
. They included a posaconazole susceptible 
strain (CNM CM-237,  MICPSC=0.12 mg/L; wild type cyp51A gene) and a clinical strain (CNM 
CM-2266), isolated from the sputum of a patient with aspergillosis, that showed a point 
mutation in the target cyp51A gene (MICPSC≥8 mg/L; G54W)
17
. 
 
Animals and infection. The study was carried out on an animal model of invasive pulmonary 
aspergillosis, described previously
18
. All animal research procedures were approved by the 
Ethics Committee of Animal Research of the Vall D´Hebron Hospital (exp. Number PI081206). 
Briefly, animals were immunosuppressed with subcutaneous cortisone acetate 125 mg/kg 
(Sigma, St Louis, MO, USA) three times/week, starting 14 days before the fungal challenge and 
continuing to the end of the experiment. To avoid bacterial superinfection during 
immunosuppression, rats were given colistine 2500 IU/mL in drinking water and cefepime 150 
mg/kg twice-daily subcutaneously. After six doses of steroids (day 0), a fresh conidial 
suspension was prepared from a subculture of the A. fumigatus strain grown in Saboraud 
Dextrose Agar (SDA) plates. Conidia were harvested with a sterile pipette by flooding the plates 
with sterile saline containing Tween-20 0.025% v/v. The resulting suspension was washed in 
sterile phosphate-buffered saline, counted in a haemocytometer, and adjusted in sterile saline to 
a final concentration of 8 x10
6
 conidia /mL. Serial ten-fold dilutions were plated on SDA plates 
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for assessment of purity, size and viability of the inoculum
18
. At least 95% of conidia in the 
inoculum were viable as assessed by colony counts. Rats were then anesthetized with a 
combination of ketamine and xylazine (ketamine 100 mg/kg plus xylazine 10 mg/⁄kg, 
intramuscularly). Three hundred microliters of the prepared inoculum (2 to 3 x 10
6
conidia) were 
then administered to each animal via tracheotomy. 
Posaconazole dosage. Posaconazole (Noxafil 40 mg/ml, Merck Sharp & Dohme, Spain) was 
administered orally by gavage. Lower posaconazole efficacy has been detected in those isolates 
harboring cyp51A substitutions
19
. This loss of efficacy was completely or partly compensated 
for by increasing the posaconazole dose. A high dose was then chosen to evaluate its efficacy 
against mutant strains.  
A prophylactic dose of 24 mg/kg (three times higher than recommended dosage for humans, 
600mg/day-8.6 mg/kg day) was initiated by oral gavage beginning 3 days prior to inoculation (-
3) and was subsequently administered at -2, -1, 0, 1, 2 and 3 days postchallenge (seven 
doses).The dose was administered once daily. Two control groups (including 6 untreated but 
infected rats) for both strains were included. Seven other groups of three treated and infected 
rats were sacrificed at prefixed time points (2, 6, 8, 24 hours after the fourth dose, coinciding 
with the challenge day; and 2, 6 and 8 h after the seventh dose, three days post-challenge). 
Posaconazole serum concentration: Serum samples were prepared for chromatographic 
analysis by the addition of 2.4 μl of an extraction standard (ravuconazole, final concentration  2 
mg/L) in 77.6 μl of rat serum sample. After mixing, 160 μl of acetonitrile (1:3 v/v) were added 
and the final mixture was vortexed at maximum speed for 30 seconds followed by 
centrifugation  (13800×g,  25ºC,  15 min). The supernatant was then filtered through 4 mm 
PTFE 0.45 μm filters (Waters Corporation, Massachusetts, USA) and transferred to glass vial to 
be directly injected into the HPLC instrument. The method was cross validated in all matrices 
studied prior to sample analysis. Within each analytical run, a blank sample, a zero sample 
(sample with extraction standard at 2 mg/L) and a control sample (sample with extraction 
standard and posaconazole at 2 mg/L) were analyzed. Rat serum samples used for these run 
controls were obtained from infected but untreated animals.Total posaconazole serum 
concentrations were measured using a validated high-performance liquid chromatographic 
method(HPLC-PDA)
20
. Some modifications from the original method were performed (70:30 
acetonitrile/water instead of 60:40). A partial validation was made, including new linearity, 
accuracy and precision studies (data not shown). Posaconazole concentrations were expressed in 
mg/L. Data were processed using Empower Software (version 2.0, Waters Corporation, 
Massachusetts, USA). Several Pharmacokinetic parameters were evaluated and compared: the 
Area Under the concentration-time Curves from time zero (0 h) to 24 h (AUC0-24) and to the 
time of the endpoint (AUC0-80); maximum serum concentration of the antifungal agent 
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(Cmax);and time to Cmax (Tmax). All calculations were performed with Microsoft (MS) Excel
®
 
spreadsheet, using the PK solver add-in program, which has demonstrated equivalence 
calculating PK/PD parameters compared to others specific pharmacokinetic programs
21
. 
Estimation of fungal progression. At pre-determined time points (see below) blood samples 
were obtained and rats were humanely sacrificed, and immediately dissected. Lungs were 
aseptically removed, weighed, and separated serum and lungs were frozen until processed. 
Representative samples (lungs and serum) were collected after the fourth (2 and 24 hours post 
challenge) and seventh doses (8 hours, corresponding to the end of the experiment). To assess 
the evolution of Aspergillus infection and the effectiveness of prophylaxis, two different 
methodologies were performed. 
RT-PCR assay: Fungal DNA was extracted from the lung homogenates using the Qiamp DNA 
mini kit (Qiagen, Izasa, Madrid, Spain), following manufacturer instructions. The description, 
development and validation of the RT-PCR assay were described previously with slight 
modifications. Briefly, a PCR assay was designed to detect Aspergillus fumigatus strains by 
using specific molecular beacon probes labeled with a fluorescent dye (FAM) and directed to 
the ITS1 region of ribosomal DNA
22, 23
. Results were expressed as pg/gr of tissue. 
Galactomannan quantification. Platelia Aspergillus Galactomannan enzyme immunoassay 
(GM EIA, BioRad) was used to quantify galactomannan index in serum samples in accordance 
with manufacturer instructions. Index higher than 0.5 was determined to be positive. 
Statistical analysis. Statistical analysis was performed using the Mann–Whitney U test (Graph 
Pad Software v 5.0, Inc., San Diego, CA).Statistical significance was defined by a P value of 
≤0.05. 
 
 
Results 
Antifungal prophylaxis. Posaconazole exposure, expressed as AUC0-24h after the fourth dose, 
remained similar in all treated animals regardless of infecting strains (82 vs. 74 mg.h/L for CM-
2266 and CM-237 respectively, table1).In addition Cmax (5.56 mg/Lvs. 4.79 mg/L), average 
concentration (3.76 mg/L vs. 3.85 mg/L) values were similar in both groups. Tmax was 6h in 
both groups of animals (6h after the 4
th
 dose and 6 h after the 7
th
 dose).Slightly higher serum 
concentrations were observed after the 7
th
 dose of posaconazole(PSC average 4
th 
dose, 3.66 
mg/L¸ PSC avg 7
th
 dose, 3.99 mg/L ). AUC0-80h  also remained equal in both groups (269 vs. 266 
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mg.h/L for CM-2266 and CM-237 , table1).The AUC for each strain was used to calculate the 
AUC0-24/MIC which resulted in 5.13 for CM-2266 strain and 1235.16 for CM-237 strain. AUC0-
80/MIC ratio was also calculated, resulting 16.86 for CM-2266 strain and 4437.50 for CM-237 
strain. 
Tissue fungal burden and galactomannan index. Fungal DNA was detected in all lung 
samples evaluated (table 1 and figure 1b).Differences in fungal burden were observed between 
groups of animals.  
Fungal burden tissue in treated rats infected with the susceptible strain (CM-237) decreased 
from 1.70 pg/gr to 0.45 pg/gr of lung tissue (P value 0.100). This lack of progression of 
infection was also indirectly demonstrated by galactomannan index comparison (Figure 1b). 
This biomarker remained constant and negative (below 0.51) in these groups of animals. 
Regarding treated but infected animals with less susceptible strain (CM-2266), tissue fungal 
burden showed a progressive increase from 5.87 pg/gr to20.00pg/gr of lung tissue. This 
progression of infection was also demonstrated by galactommanan index (Figure 1b) which 
increase from 0.46 to 6.96 at the end of the experiment. 
Fungal burden and GM values detected in treated animals infected with less susceptible strain 
were numerically higher than in those infected with susceptible strain throughout the period of 
study (average 20.00vs0.45 pg/gr and 6.96 vs. 0.34). These differences were not statistically 
significant (P>0.05), probably due to the low number of samples evaluated and the variability of 
reported data. 
In the untreated control group, a higher index of galactomannan was observed at the first 
sampling time (2h post challenge, 4.39 and 6.60) compared to treated animals (0.46 and 0.51 at 
the same time point),suggesting a rapid release of antigens from fungal cells in the untreated 
animals (table1), as  has been described for human patients
24, 25
. 
 
Discussion 
Animal model research has proven to be useful for designing optimal regimens and defining 
susceptibility or resistance in the context of antimicrobial treatment. For the particular case of 
filamentous fungi and posaconazole results from recent studies demonstrated that AUC0-24/MIC 
ratio provided a useful measure of exposure-response relationship. More posaconazole exposure 
was suggested for efficacy against organisms with reduced in-vitro susceptibility. Although the 
strength of such a relationship has not been well elucidated yet, an AUC0-24/MIC ratio ranging 
from 167 to 178 was estimated recently as predictive of success associated with half-maximal 
efficacy or higher
19, 26, 27
. 
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In this study, a prophylactic dose of posaconazole showed potent in vivo antifungal activity 
against susceptible Aspergillus fumigatus strains (MIC<0.125mg/L) for which the AUC0-24/MIC 
was calculated to be 1235.16.Efficacy was demonstrated by decreasing fungal burden (76% 
reduction, from 1.70 to 0.45 pg/gr) and also GM index (34% reduction, from 0.51 to 0.34). Of 
note, in those animals infected with the “susceptible strain”, posaconazole blood concentration 
(average= 3.76 mg/L) was more than optimal as it was above the amount required for growth 
inhibition. The effect of such a drug environment could explain the negative results achieved for 
the two biomarkers. Several studies highlighted the ability of posaconazole to suppress serum 
galactomannan expression
28,29
.Concentrations of the GM antigen and DNA have been reported 
to be affected by antifungal drugs that are active against molds, probably because of the failure 
of the fungal cells to grow and in consequence to release antigen into blood
30
, confirming the  
treatment effect. The values of both biomarkers found in the group of rats infected with the 
susceptible strain and treated suggest the absence of infection progression. Therefore, they may 
be valid indicators of efficacy as no standard measure that best predicts the outcome has been 
defined yet. Of note, posaconazole concentration average was also higher than the MIC value of 
most of the A. fumigatus strains (PSC MIC90= 0.125mg/L), and the PK/PD index (AUC/MIC 
ratio) associated with efficacy was in the range of previous studies
19
. However, posaconazole 
showed poor prophylaxis efficacy with less susceptible strains of A. fumigatus (AUC0-24/MIC 
ratio=5.13). 
Additionally, a new pharmacodynamics index AUC0-80/MIC, was calculated in the study, and 
showed great differences between susceptible and resistant strains (AUC0-80/MIC=4437.5 vs 
AUC0-80/MIC=16.86), demonstrating that PSC MICs affected exposure-response relationships. 
Those strains with higher MICs required higher exposure (AUC0-24 or AUC0-80) to achieve any 
effect.  
One of the main challenges to evaluate drug effect is the way to assess progression of infection. 
Diagnostic tests such as galactomannan enzyme immunoassay and PCR, have been widely 
employed to assess infection progression. As previously published, these two biomarkers 
increase significantly during progression of infection
31
, and combined have even better 
diagnostic applicability. 
Our results showed a clear progression of infection in those groups of treated animals infected 
with the less susceptible strain compared to those animals infected with the susceptible 
Aspergillus strain. Bearing this data in mind, our study supports those previously described for 
other resistant molds
14, 15
. 
As shown in this study, quantification of fungal burden by RT-PCR and GM-EIA are both valid 
strategies for evaluating the progression of infection and the effectiveness of prophylaxis. 
Nevertheless, the lack of validated methods for PCR could raise doubts about the validity of this 
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technique for evaluating the prophylaxis and treatment efficacy in animal models. GM-EIA 
assessment in serum remains the most practical and valuable method in the clinical setting and 
the obtained results certify that GM-EIA is a valid and reliable technique for evaluating efficacy 
of posaconazole prophylaxis in animal models, although because of its high cost we can 
consider their use only in some specific cases, as  was previously published
13, 31
. A combination 
of both biomarkers has been considered a good alternative for a better monitoring of fungal 
infection. 
A drawback of this experiment was the limited number of animals used per time point and the 
evaluation of only one time matched point in non-treated controls. Worth of mention is the 
limited number of Aspergillus fumigatus evaluated and the lack of isolates with other cyp51A 
mutations different from the G54. Further studies are warranted including more strains differing 
in PSC susceptibility profile. Nevertheless, the results obtained by both methodologies 
confirmed the efficacy of the prophylactic regimen in animals infected with the susceptible 
strain and the failure in those infected with the resistant strain. These results also corroborate the 
utility of this experimental model to evaluate novel diagnostic tools such as biomarkers to 
assess efficacy of antifungal compounds and exposure-response relationships.  
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 Table1: Comparison of diagnostic markers at selected time points. 
 Sampling 
time 
(hours after 
infection) 
Posaconazole 
serum levels 
mg/L 
(average±SD) 
RT-PCR fungal 
burden pg/gr 
(average±SD) 
Galactomannan. 
(average±SD) 
 AUC0-24 
mg.h/L 
after4
th
  
dose 
AUC0-
80mg.h/L 
CM-2266 
Treated 
 
2 h 2.80±0.75 5.86±1.22 0.46±0.05    
6h 5.56±1.93 NE NE    
8h 3.84±1.39 NE NE    
24 h 3.16±0.95 6.67±4.06 6.80±0.01    
 74 h 3.55±0.27 NE NE    
 78 h 2.70±0.29 NE NE    
 80 h 4.74±0.49 20.00±19.21 6.96±0.08  82 269 
CM-2266 
non 
Treated 
(Control) 
 
2h 
NE 2.28±1.76 4.39±3.83 
   
CM-237 
Treated 
2 h  3.57±1.35 1.70±0.10 0.51±0.40    
6 h 3.93±2.57 NE NE    
8 h 3.26±0.99 NE NE    
24 h 3.23±1.38 0.57±0.12 0.23±0.00    
 74 h 3.41±1.18 NE NE    
 78 h 4.79±0.97 NE NE    
 80 h 4.77±1.89 0.45±0.20 0.34±0.04  74 266 
CM-237 
non 
Treated 
(Control) 
 
2h 
NE 1.76±0.20 6.60±0.38 
   
SD: standard deviation; RT-PCR: real time quantitative PCR; h: time in hours.NE: not evaluated. 
: not applicable 
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Figure 1: Posaconazole exposure (1a) and response (1b) relationship measured by 
tissue fungal burden and by galactomannan index. 
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1a) PSCcc : average posaconazole concentration at fourth and seventh dose in rats infected with two A. fumigatus strainsdiffering 
in PSC susceptibility, CNM CM-237,  MICPSC=0.125 mg/L and CNM CM-2266, MICPSC≥8 mg/L1b)F Burden (pg/g) and galactomannan 
index by infecting specie. 
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Artículo original: “Blood and tissue distribution of posaconazole in a rat model of Invasive 
Pulmonary Aspergillosis" 
(en revisión por la revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy) 
 
Objetivos: 
1.-Recoger datos farmacocinéticos relacionados con la distribución de posaconazol en un 
modelo experimental de aspergillosis pulmonar invasiva. Para ello se evaluaron los datos 
farmacocinéticos después de una dosis única y después de dosis múltiples. 
2.- Como objetivo secundario, se establece la validez de este modelo animal para el estudio de 
relaciones dosis-exposición-respuesta. 
 
Conclusiones: 
1.- Se calcularon parámetros farmacocinéticos que permiten verificar similitudes entre los 
parámetros farmacocinéticos calculados para modelos animales y el ser humano. Permite validar 
este modelo para realizar futuros trabajos y su transferencia al ser humano. 
2.-Las altas concentraciones de posaconazol en pulmones, permiten inferir que el posaconazol 
se acumula en estos órganos más que en suero. Se acumula en grandes cantidades donde se 
establece la infección por Aspergillus fumigatus. 
3.-Este modelo animal aumenta las alternativas para evaluar la farmacocinética y la 
farmacodinamia, y estos resultados podrían utilizarse para optimizar el tratamiento en seres 
humanos en infecciones causadas por cepas resistentes. 
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Abstract 
Posaconazole is the recommended drug for prophylaxis and treatment in patients at high risk for 
invasive fungal infection, since it appears to achieve adequate amount on target sites despite the 
relative low levels detected in blood. The objective of this study was to collect pharmacokinetic 
(PK) information related to blood and tissue distribution of posaconazole in a particular animal 
model of invasive pulmonary aspergillosis. Pharmacokinetic parameters described in lung 
samples were systematically higher than those described in serum. After multiple-dose 
administration of posaconazole a significant accumulation of the drug was evident in lung 
tissue. Pharmacokinetic behavior of posaconazole in this particular experimental model 
reflected human exposures, concluding that it might be a valid tool to evaluate posaconazole 
exposure-response relationship.  
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1.- Introduction 
Invasive aspergillosis remains a major cause of morbidity and mortality, particularly among 
inmunocompromissed patients [1]. Management of these infections includes early treatment and 
administration of the appropriate antifungal agent and the adequate dosage.  
Posaconazole is a new generation triazole antifungal agent with activity against a large number 
of medically important fungal pathogens, including Aspergillus spp, Candida spp, Cryptococcus 
neoformans, Zygomycetes and Fusarium spp [2].Current marketed formulations of posaconazole 
include an oral suspension or recently pills, tablets and intravenous (iv) formulation [3-5]. This 
drug is indicated for its use in prophylaxis in high risk haematological neutropenic patients and 
in severe graft-versus-host disease [6;7], as well as for treatment of oropharyngeal candidiasis. 
The European Medicines Agency has also approved the use of posaconazole as salvage therapy 
in refractory aspergillosis and infections due to Zygomycetes [8;9]. The recommended dose for 
treatment of established infection is 800 mg/day, distributed in several doses to provide the best 
exposure. Two randomized clinical trials have shown posaconazole to be more efficacious than 
other systemic antifungals, and to have a safer profile in high-risk patients, both reporting a 
significant reduction in breakthrough invasive fungal infection [6;10;11]. 
Several characteristics make posaconazole to be superior compared to other available antifungal 
agents. Its pharmacokinetic profile is basically characterized by a strong influence of food on 
the absorption process and a minor metabolism by cytochrome P450 isoforms, also it has a long 
elimination half-life (t½) and a large apparent volume of distribution after oral administration 
(Vd/F) suggesting a prolonged and extensive tissue distribution. This profile has been broadly 
studied in animal models, in phase I, rising-single- and multiple-dose studies with healthy 
subjects over a broad range of doses [12;13]. In addition, dose-related increases in plasma 
concentrations have been demonstrated [14-17]. 
The knowledge of drug penetration into the tissues could assist in re-evaluating and designing 
specific dosing regimens to use against potential fungal pathogens. The importance of tissue 
concentration for antibacterial agents has been review extensively, although poor attention has 
been paid to the currently available antifungal agents. Most data related to tissue distribution of 
antimycotics have been described in animal models of infection, although human data from case 
studies through autopsies and small clinical studies have also been detailed [18].It is worth to 
mention that lipophilic drugs have been reported to concentrate to high levels within cells 
contributing to alter the initiation of infection. Different lipid formulations of nystatin and 
anidulafungin have demonstrated a good tissue distribution, showing higher concentrations in 
tissues than in plasma and higher efficacy. Also, a recently published study observed significant 
posaconazole accumulation in human biopsy specimens [19].  
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In general terms preclinical infection models have been successfully used to evaluate 
pharmacokinetic (PK) and also pharmacodynamic (PD) properties of antifungals. In fact, 
experimental PK/PD studies in humans have increasingly demonstrated to be predictive of 
therapeutic outcomes [20]. Partitioning of the antifungal to different compartments could assist 
in the understanding of its exposure and help to explain the mechanism that lead to the 
progression of fungal infection [21]. 
In this study, we aim to evaluate the pharmacokinetic (PK) behaviour of posaconazole in serum 
and tissue samples, using a murine model of aspergillosis, in order to estimate its usefulness to 
establish exposure-response relationships and help to provide a valid tool that allows the 
experimental ﬁndings to be bridged to humans. 
2.- Material and methods 
2.1.- Animals and infection. The study was carried out in a rat  model of invasive pulmonary 
aspergillosis, described previously [22]. All animal research procedures were approved by the 
Ethics Committee of Animal Research of the Vall d´Hebron Hospital (exp. Number PI081206). 
Briefly, animals were immunosuppressed with subcutaneous cortisone acetate 125 mg ⁄ kg 
(Sigma, St Louis, MO, USA) three times/week, starting 14 days before the fungal challenge and 
continuing to the end of the experiment. To avoid bacterial superinfection during 
immunosuppression, rats were given colistin 2500 IU ⁄ mL in drinking water, and cefepime 150 
mg ⁄ kg twice-daily subcutaneously. After six doses of steroids (day 0), rats were infected via a 
tracheotomy with 0.3 mL of a freshly prepared conidial suspension harvested from a subculture 
of the Aspergillus fumigatus strain (CNM-CM 237) grown on SDA plates. Procedure was 
performed under general anesthesia (ketamine 100 mg ⁄ kg plus xylazine 10 mg ⁄ kg, 
intramuscularly). Conidia were harvested with a sterile pipette by flooding the plates with sterile 
saline containing Tween-20 0.025% v/v. The resulting suspension was washed in sterile 
phosphate-buffered saline, counted in a haemocytometer, and adjusted in sterile saline to a final 
concentration of 8x10
6
conidia/mL. Serial ten-fold dilutions were plated on to SDA plates for 
assessment of purity, size and viability of the inoculum. At least 95% of conidia in the inoculum 
were viable as assessed by colony counts.  
2.2.- Pharmacokinetic study. 
Posaconazole (Noxafil 40 mg/ml, Merck Sharp & Dohme, Spain) was administered orally by 
gavage. Therapy was initiated 24 h post-challenge (Dose 1, D1) and was subsequently 
administered daily at 24 (D2), 48 (D3) and 72 h (D4) (four doses). Groups of rats (at least three 
rats per time point) received 8, 12, 24 and 64mg/kg. These dosages were chosen on the basis of 
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human therapeutic dose (800 mg per dayresults in a dose of about 12 mg/kg/day for a typical 
70Kg individual).The end point of each experiment was 80 hours post first dose. At pre-
determined time points (five time points at least after first and fourth dose), rats were humanely 
sacrificed, blood samples obtained by cardiac puncture after terminal anaesthesia with 5% 
isoflurane (Baxter), and immediately dissected after death. Lungs were aseptically removed, 
weighed and then, separated serum and lungs were frozen until processed. 
Posaconazole concentrations in serum and tissue samples were measured by high-performance 
liquid chromatography (HPLC) method with ultraviolet (UV) detection. Details of the analytical 
assay are described elsewhere [23]. Some modifications were included (acetonitrile:water 
proportion for rat serum matrix was stablised as 70:30 v/v). A partial validation was performed, 
including new linearity, accuracy and precision studies. Posaconazole concentrations were 
expressed in μg/mL for serum samples and in μg/g of tissue for lung homogenates. 
2.3.- Samples preparation 
Serum sampleswere prepared for analysis by the addition of 2.4 μl of ravuconazole as extraction 
standard (RVC, final concentration of 2 μg/mL;) in 77.6 μl of rat serum sample and then mixed 
for about 1 min. Later, 160 μl of acetonitrile (1:3 v/v) were added to the rat serum plus the 
extraction estandard and the final mixture was then shaken for 30s on a Vortex Shaker at 
maximum speed followed by centrifugation at 13800×g at 25ºC for 15 min.The supernatant was 
then filtered through 4 mm PTFE 0.45 μm filters (Waters Cromatografia, S.A., Cerdanyola del 
vallés, Spain) and transferred to glass vial to directy be injected into the HPLC instrument. The 
method was cross validated in all matrix studied prior to sample analysis. Within each analytical 
run, a blank sample, a cero sample (sample with extraction standard at 2μg/mL but not with 
posaconazole) and a control sample (sample with extraction standard and posaconazole at 
2μg/mL) were analyzed. Rat serum samples used for these run controls were obtained from 
infected but untreated animals. 
Lung samples were processed for analysis as it is described below: 0.5 grams of lung tissue 
were weighed (mix of the rigth and the left lung). In sterile petri dish weighed pieces of  lung 
were manually homogenized and then depositated in 25 ml tube containing 1 mL of sterile 
miliQ water. To facilitate the homogenization a spoon of glassbeads of 4 mm (Merk KGaA, 
Darmstadt, Germany) were added and the mix vortexed at high speed for 3-4 minutes. This step 
was repeated until complete 5 mL of homogenate. Finally, 77.6 μl of homogenate were then 
procesed as has been previously described for serum samples. 
2.4.- Pharmacokinetic evaluation. Data were processed using Empower Software (version 2.0, 
Waters Cromatografía, S.A., Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain). Posaconazole 
   149 
 
concentrations equal to or above the limit of quantitation were used for pharmacokinetic 
analysis using a noncompartmental model. All calculations were performed with Microsoft 
(MS) Excel
®
 spreadsheet, using the PK solver add-in program, which has demonstrated 
equivalence calculating PK/PD paramenters compared to others specific pharmacokinetic 
programs [24]. Plots were performed with GraphPad Prism 4, (Lajolla, CA, USA). The primary 
pharmacokinetic parameters evaluated were the area under the concentration-time curves from 0 
to 24 h (AUC0-24,), the AUC from 0 to the time of the endpoint (AUC0-80), maximum 
concentration, Cmax and time to Cmax (Tmax). A regression analysis was conducted to determine 
the linearity between posaconazole exposure and doses. The goodness of fit was checked by use 
of the r
2
 value and visual inspection. 
3.- Results 
3.1.- Chromatographic method 
A partial method validation was performed. Linearity was assessed by linear regression (best fit 
obtained when plotting peak areas measured by HPLC against posaconazole concentration).  
For both matrices (serum and lung tissue) the standard curve was linear over a concentration 
range of 0.125–16.0 μg/mL, with a correlation coefficient of 0.99. The lower limit of 
quantification (LLOQ)and the limit of detection (LOD)were determined to be 0.125 μg/mL and 
0.06 μg/mL respectively. In addition, the upper limit of quantification (ULOQ) was established 
as 16 μg/mL. The between day precision and accuracy for the serum matrix was in a range 
between 5.86 and 1.36%, and -0.81and 5.53% respectively. On the other hand, the between day 
precision and accuracy established in lung samples was between 7.19 and1.80%, and -0.41and 
8.21%, respectively.  
For both matrices, precision and accuracy data were all within acceptable limits established for 
bioanalytical method validation [25]. 
 
3.2.- Pharmacokinetics in serum samples 
The time course of posaconazole serum concentration in infected animals following four daily 
doses of 8, 12, 24 and 64mg/kg is shown in Figure 1. Pharmacokinetic parameters described in 
serum varied in a dose-dependent manner (Table 1).  
 
After administration of a therapeutic dose (12 mg/kg once daily) the posaconazole exposure 
varied between 19.85(AUC0-24) and 103.85 (AUC0-80) μg.h/mL. Peak serum (Cmax0.98 μg/mL) 
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was achieved after 8 hours of a single dose and increases up to 3.10μg/mL after the fourth dose. 
Minimun concentration Cmin ranged between 0.24 and 1.51μg/mL through the dosage interval 
(four days).In the multiple dose profile an evident increase of the drug exposure was detected 
after the last dose (Table 1). The accumulation ratio upon multiple doses appeared to decrease 
with highest one. 
Higher doses of posaconazole showed higher PK parameters. Of note, both serum Cmax and 
AUC0-80 after the fourth dose increased in a linear fashion with dose escalation 
(Cmax=0.21xDose+1.3; r
2
=0.969 and AUC0-80=7.8xDose+68.3; r
2
= 0.922 respectively) as it is 
shown in Figure 2.  
The time to peak concentration (Tmax) was about 8 h, however, this time significantly increase 
(24h) after the administration of the highest dose (64 mg/kg/day). 
3.3.- Pharmacokinetics in lung tissue 
As it is shown in Figure1, posaconazole lung concentrations were higher than those in serum 
samples for all doses tested, suggesting accumulation in this tissue. Posaconazole exposure 
varied from 71.31 (AUC0-24) to276.84 (AUC0-80) μg*h/mL when a therapeutic dose was 
administered. A peak of lung tissue concentration (Cmax=7.33μg/mL) was detected after 3 h of 
this first therapeutic dose and lung Cmin changed from 2.37 to 5.63 μg/mL through the dosage 
interval (four days), achieving concentration that encompass the MIC90 of most filamentous and 
yeast strains from the beginning of treatment [26;27]. Even when a subtherapeutic dose was 
administered (8 mg/Kg/day), lung Cmin (1.8-5.38μg/mL) was higher than the MIC values 
previously referred. After the fourth dose, the minimal concentration ranged from 5.38 to 
10.50µg/mL. As much as the dose increased, this did not lead to proportional increase in 
evaluated PK parameters measured in lung tissues (Figure 2). 
3.4.- Lung tissue and serum pharmacokinetic parameters relationships. 
Of note, pharmacokinetic parameters calculated in the model varied differently with increasing 
doses (Table 1). The AUC0-24 and AUC0-80 were always higher in lung tissue than in serum, 
which demonstrates lung accumulation of posaconazole and a higher exposure in this tissue. 
This effect was even observed after the first dose. 
The rate of posaconazole tissue accumulation during multiple-dose therapy, representing the 
ratio between parameters (Cmax, AUC0-80) achieved in lung and serum samples, varied in the 
model studied from1.43 to 3.23. 
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Our results indicated that lung/serum ratio posaconazole exposure (AUC0-80) was higher at 8, 
12, 24 µg/mL. At higher dose 64 µg/mL, the ratio decreased to 1.43 and 1.78 respectively. 
4.- Discussion 
In the present study, we investigated the posaconazole distribution in an immunosuppressed rat 
model of invasive pulmonary aspergillosis receiving oral posaconazole therapy. Our results 
show that posaconazole exposure (expressed as posaconazole concentration in blood) was linear 
with respect to daily dosage, up to the highest dose tested in the model (64 mg/Kg/day), 
allowing the AUC to be estimated by linear extrapolation. Previous studies using similar models 
reported comparable results concerning posaconazole exposure after oral dosage [13;28-31]. 
Given that the pharmacokinetic profile of posaconazole in both humans and mice was 
demonstrated to be nearly linear, the model tested here could be an adequate tool for 
establishing posaconazole exposure details. In addition, we investigated posaconazole exposure 
into lung tissue, in order to understand differences between blood exposure and efficacy for this 
active azole. Understanding posaconazole penetration is critical for a proper appreciation of its 
efficacy in animals and also in humans. Concentration into tissues may differ from those 
detected in blood stream as it has been previously demonstrated for several antimicrobial agents. 
In many cases these differences are highly significant [18]. The results presented here suggest 
that posaconazole distributes well into lungs. However, few data have been reported regarding 
posaconazole exposure measured in sites different from blood. Several authors have reported 
intrapulmonary concentrations of posaconazole in a number of other respiratory fluids and cells 
such as epithelial lining fluids [32], alveolar macrophages , epithelial cells [33], peripheral 
blood mononuclear cells,polymorphonuclear leukocytes [34], bronchial secretions, sputum, 
pleural fluids or pulmonary lymph [18]. Krishna et al. also reported posaconazole levels in 
human skin following oral administration [35]. In most of these cases posaconazole exposure 
was several times higher than those measured in plasma. After distribution, posaconazole 
concentrates within the host cell membranes and rapidly transfers to fungal cells where it 
accumulates to high concentrations and persists, with alveolar cell/plasma ratios cells ranging 
from 27.3 to 44.3 [34]. Our results indicated that lung tissue posaconazole exposure was high 
and also increased in a dose-related manner. However, the increase was less than dose 
proportional, ranging between 1.43 and 3.53 of that in serum, achieving higher exposure in this 
tissue. The increase was less evident when the highest dose was administered, suggesting the 
beginning of a balance between serum and lung concentrations (saturation at the site of 
infection). 
With respect to the data detailed above, one particular issue should be note of our methodology. 
Tissue homogenates were used to quantify posaconazole concentration in the model. Although 
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tissue homogenates are frequently used to estimate drug tissue concentration several authors 
consider that they may provide inaccurate information for drawing conclusions related to 
efficacy. However for treatment of established invasive infection, drug concentration in the lung 
parenchyma may be relevant [18]. Lung concentrations of posaconazole quantified in lung 
homogenates can be an approach of drug exposures that are useful for treatment of fungal 
infection [18]. The lung posaconazole exposure reached after four consecutive doses, even 
administering the lower one, 8 mg/kg (Cmin-Cmax, 5.38-13.53, AUC0-80, 414.29) were above the 
exposure achieved in the in vitro setting to most yeasts and molds strains. 
Another point to consider is that while the distribution data presented here are supportive of 
posaconazole penetration into lungs, it is also important to consider that these data do 
quantitatively reflect total drug concentrations at sites of infection. Little is known about how 
extensively bound drugs engage with their targets to induce a pharmacological effect. This is the 
case of posaconazole, which binds in more than 95% to plasma proteins and show high efficacy. 
Total concentrations can provide an approximation of free drug available to engage with the 
target [36], and considering the high degree of posaconazole protein binding in plasma and the 
concentrations reached in tissue, the results of the current study indicated that effective local 
concentrations might be achieved even using the lower equivalent dosage in mg/day for 70 Kg 
person (8 and 12 mg/kg/day) for susceptible fungal strains. 
We can conclude that our model is supported by previous pharmacokinetic data published and it 
could be an alternative to evaluate pharmacokinetics and pharmacodinamics of azole 
compounds. In addition it could be used to evaluate efficacy and PK/ PD properties of 
posaconazole against susceptible and resistant strains in order to progress in the establishment 
of valid breakpoints establishment. 
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Figure 1: Posaconazole concentrations in serum and lung tissue after four oral doses. Each point 
on the curves represents an average concentration obtained from at least three animals per time 
point. 
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Figure 2: Relationship between posaconazole Cmax (right axe), AUC0-80(left axe) and doses in 
tissue and serum. The line indicates the linear regression. D1 is equivalent to 8 mg/kg; D2is 
equivalent to 12 mg/kg; D3 is equivalent to 24 mg/kg; D4 is equivalent to 64 mg/kg 
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Posaconazole pharmacokinetic paramenter in tissue
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Table 1: Pharmacokinetic parameters after oral administration of different doses of 
posaconazole (oral gavage) in the rat model. 
  Pharmacokinetic parameters in serum  
 Single dose  Multiple doses 
Posaconazole dose 
(mg/kg) 
AUC0-
24(μg*h/mL) 
Cmin-
Cmax(μg/ml ) 
Tmax 
(h) 
 
Cmin-
Cmax(μg/ml ) 
AUC0-80(μg*h/mL) R
a
 
8 (560 mg QD) 5.74 0.17-0.95 6  2.28-4.34 128.15 4.5 
12 (840 mg QD) 19.85 0.24-0.98 8  1.51-3.10 103.86 3.1 
24(1680 mg QD) 37.78 0.64-1.93 8  3.95-5.80 335.97 3.0 
64(4480 mg QD)  118.02 1.95-6.11 24  7.89-15.22 550.68 2.5 
  Pharmacokinetic parameters in lung 
 Single dose  Multiple doses 
 
AUC0-24 
(μg*h/mL) 
Cmin-
Cmax(μg/ml ) 
Tmax 
(h)  
Cmin-
Cmax(μg/ml ) 
AUC0-80 
(μg*h/mL) 
Ra 
8(560 mg QD) 18.83 1.8-2.96 6  5.38-13.53 414.29 4.5 
12(840 mg QD) 71.31 2.37-7.33 3  5.63-8.87 276.84 1.2 
24(1680 mg QD) 119.08 0.97-7.04 24  10.34-20.63 852.07 2.9 
64(4480 mg QD) 183.67 3.89-10.90 24  10.50-21.71 978.43 1.9 
a
 Accumulation ratio= ratio of Cmax (after tthe fourth dose) to Cmax (after the first dose)  
In parenthesis equivalent dosage in mg/day for 70 Kg person; QD, once daily dosage calculated for a person of 70 kg of weight. 
AUC: area under the curve. Cmax :maximum concentration. Tmax : time at Cmax is reached;Cmin: minimum concentration.  
 
 
Table 2: Lung/ serum AUC and Cmax ratio for posaconazoleat multiple dose regimens. Dose 
administered were 8 mg/kg, 12 mg/kg, 24 mg/kg and 64 mg/kg. 
Posaconazole pharmacokinetic paramenter in serum
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Doses of posaconazole 
mg/kg 
Lung/Serum Cmax ratio at 
multiple dose regimen  
  Lung/ Serum AUC0-80 ratio at 
multiple dose regimen  
8 13.53/4.34=3.12   414.29/128.15=3.23 
12 8.87/3.10=2.86   276/103.86=2.66 
24 20.63/5.80=3.56   852.07/335.97=2.54 
64 21.71/15.22=1.43   978.43/550.68=1.78 
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3.3.- Parte clínica: Utilidad de la monitorización en pacientes tratados 
con voriconazol. 
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Original article: “Voriconazole serum levels measured by high-performance liquid 
chromatography: a monocentric study in treated patients”. 
Medical Mycology. 2012 May;50(4):439-45. doi: 10.3109/13693786.2011.630039. Epub 2011 
Nov 9 
 
 
 
Objetivos: 
1.-Se realizó de manera retrospectiva el análisis de catorce pacientes tratados con voriconazol a 
causa infecciones fúngicas. Todos los pacientes tenían graves patologías de base. 
2.-Se describen relaciones dosis-exposición-respuesta, así como la validez del rango terapéutico 
para concentraciones en suero de voriconazol que en el momento de la realización del estudio 
estaba establecido como válido (1-6 mg/L). 
 
 
Conclusiones: 
1.- Se observó que las concentraciones de voriconazol fueron altamente variables y poco 
predecibles en la mayoría de los pacientes. 
2.- Se observó también que la ausencia de respuesta era más frecuente en aquellos pacientes con 
niveles persistentes menores de 1 mg/L. 
3.-El número de muestras con concentraciones menores de 1 mg/L fue significativamente mayor 
en aquellos pacientes que mostraron fallo terapéutico. 
4.- El período de tiempo durante el cual las concentraciones de voriconazol se mantuvieron por 
debajo de 1 mg/L fue ligeramente mayor en el grupo de pacientes con fallo terapéutico. 
 
5.- Se debería individualizar la terapia en aquellos pacientes que están en tratamiento con 
voriconazol. 
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4.- Discusión general. 
 
  
   170 
 
Gran parte de la investigación en el Laboratorio de Referencia de Micología, perteneciente al 
Centro Nacional de Microbiología es una investigación aplicada que persigue 
fundamentalmente desarrollar nuevas metodologías transferibles a los laboratorios asistenciales 
del Sistema Nacional de Salud, con el fin último de mejorar y facilitar  el manejo del paciente 
con enfermedad fúngica.  
Este trabajo de tesis se ha dirigido a desarrollar, validar y evaluar la aplicación clínica de 
distintos métodos analíticos para la determinación de concentraciones sanguíneas de 
antifúngicos sistémicos del grupo de los azoles. 
En 2009, el Servicio de Micología del Centro Nacional de Microbiología inició el desarrollo de 
métodos para la cuantificación de azoles sistémicos mediante cromatografía líquida de alta 
eficacia (HPLC) en respuesta a una necesidad manifiesta de disponer de metodologías válidas 
para monitorizar los antifúngicos del grupo de los azoles y evaluar la  relación exposición-
respuesta para este grupo de antifúngicos. Los ensayos descritos confirman la validez de estas 
metodologías para su aplicación en clínica y transferencia a laboratorios asistenciales. 
En este contexto, se han desarrollado y validado métodos analíticos para la cuantificación de 
voriconazol, posaconazol, itraconazol y su metabolito activo hidroxiitraconazol mediante 
HPLC/UV. Además, se han desarrollado métodos microbiológicos, también llamados 
bioensayos, para la cuantificación de dos de estos fármacos en muestras de suero humano.  
En el proceso de validación se ha confirmado la  aplicabilidad de   los métodos desarrollados en 
estudios preclínicos en modelos animales convencionales (modelos murinos) y en modelos 
alternativos de reciente implantación (invertebrados) con el objetivo de evaluar parámetros 
farmacocinéticos válidos y extrapolables y establecer la validez de la relación exposición-
respuesta. Además, se realizó un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes tratados con 
voriconazol, para evaluar la validez de estas metodologías en  la monitorización clínica del 
tratamiento antifúngico. 
 Actualmente los resultados de esta tesis se están usando para guiar el tratamiento con 
antifúngicos sistémicos en pacientes ingresados y tratados con estos fármacos en hospitales del 
Sistema Nacional de Salud. También se están utilizando estos desarrollos metodológicos  para 
el establecimiento de nuevas líneas de investigación en el estudio de la exposición a 
antifúngicos. 
Una vista general de los aspectos incluidos en esta tesis se muestra en la figura 13: 
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Figura 13. Relaciones entre fármaco, microorganismo y hospedador. 
 
Sección 1ª.- Métodos; Aportaciones, ventajas y parámetros de validación. Modelos 
preclínicos y aplicaciones en pacientes con tratamiento. 
 A.- Métodos. 
Hasta la fecha se han descrito una gran variedad de métodos que permiten la cuantificación de 
antifúngicos en líquidos orgánicos. La mayoría utilizan técnicas cromatográficas de mayor o 
menor complejidad. Otros métodos minoritarios, bioensayos, también se han empleado para la 
cuantificación de estos compuestos.  
Como ventajas generales de todos los métodos cromatográficos desarrollados destacar que son 
métodos rápidos, facilitan la toma de decisiones que impliquen cambios posológicos 
inmediatos, requieren pequeños volúmenes de muestra, y permiten el uso rutinario de la 
monitorización de azoles en hospitales cuyos laboratorios posean el equipamiento necesario. 
En el caso particular de la determinación de voriconazol el tiempo de análisis requerido es corto 
y menor comparado con otros métodos expuestos en la literatura, así como el requerimiento de 
una menor cantidad de muestra (Chhun, Rey et al., 2007; Langman and Boakye-Agyeman, 
2007; Pennick, Clark et al., 2003).  
Para posaconazol el tiempo de análisis es más largo, aunque el procesamiento de la muestra es 
igualmente sencillo. El límite inferior de cuantificación es mayor (0.125 µg/mL) que el de otros 
Concentraciones 
en suero del 
antifúngico
Fármaco:
Posaconazol
Itraconazol
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métodos descritos en la literatura, sin embargo, esto no supone un inconveniente para realizar 
una monitorización clínicamente efectiva (la concentración mínima eficaz en tratamiento 
descrita está definida en 0.7 µg/mL), no habiéndose establecido hasta este momento una 
concentración máxima tóxica (Andes, Pascual et al., 2009; Ashbee, Barnes et al., 2014; 
Hamada, Tokimatsu et al., 2013; Lewis, 2011; Muller, Arndt et al., 2006; Rochat, Pascual et al., 
2010). Por lo tanto, no habría limitación de este método para su uso en la monitorización clínica 
de concentraciones sanguíneas.  
En referencia a itraconazol, se desarrolló y validó un método útil para cuantificar 
concentraciones de itraconazol y en el mismo proceso concentraciones de su principal 
metabolito activo, hidroxiitraconazol. Al ser dos compuestos estructuralmente relacionados pero 
con polaridades diferentes, con la química específica de la columna utilizada y alargando el 
tiempo de carrera de la muestra, se consiguió una separación de ambos compuestos sin errores 
de identidad gracias al espectro proporcionado por el detector de arreglo de diodos (PDA). No 
está definido con claridad el papel que desempeña  este metabolito  en el tratamiento con 
itraconazol, pero si se conoce que colabora en el efecto antifúngico y cuya actividad 
antimicrobiana es equiparable a la de la molécula de la cual deriva. Los métodos que detectan 
tanto fármaco activo como metabolitos tienen una ventaja adicional. Son capaces de 
proporcionar los datos necesarios para poder calcular la correspondiente tasa metabólica, una 
relación que permite inferir situaciones metabólicas individuales o anómalas y en consecuencia 
realizar los ajustes de dosis necesarios en función de estos parámetros.  
 
Los métodos desarrollados ofrecen ventajas adicionales: la fase móvil no necesita de aditivos 
(soluciones tampón), lo cual favorece la reproducibilidad de los resultados (menor número de 
interferencias y precipitados que se asocian con fallos técnicos). El uso de un compuesto de 
características químicas similares como control de extracción (ravuconazol) asegura un 
comportamiento cromatográfico similar al de los compuestos evaluados. Así mismo el método 
de extracción usado en los tres métodos cromatográficos desarrollados, asegura un porcentaje de 
recuperación de los tres antifúngicos y del control interno, mayor del 90%. Adicionalmente, el 
detector de arreglo de diodos (PDA) proporciona espectros ultravioleta característicos que 
verifican la identidad y homogeneidad de los picos detectados, específicos de cada compuesto 
analizado.  
 
Respecto a los dos métodos microbiológicos desarrollados y validados para voriconazol y 
posaconazol, resultaron ser precisos, exactos y rápidos, con un tiempo de respuesta no superior 
a 48 horas. La validez del método microbiológico está asegurada, pues ha demostrado 
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concordancia con los resultados obtenidos para las mismas muestras por un método de 
referencia, en este caso el correspondiente método cromatográfico, como así se pone de 
manifiesto tras la validación cruzada realizada. No hubo variabilidad metodológica en ningún 
parámetro (EMA, 2010; FDA, 2013). 
Los bioensayos muestran ventajas interesantes. Se pueden evaluar de manera simultánea varías 
muestras  por duplicado o triplicado, lo cual reduce costes, tiempo de trabajo y errores en la 
medición de las zonas de inhibición. Así mismo, el escaso volumen de suero necesario para la 
realización de la técnica, permite que se pueda realizar esta determinación en situaciones en las 
que la obtención de una muestra adecuada se complica.  
Otra de las ventajas es la flexibilidad del ensayo. Como microorganismo revelador, permite el 
uso de cualquier cepa y especie de Candida que sea sensible a voriconazol y posaconazol, 
siempre que proporcionen de una manera fiable y reproducible zonas simétricas en los halos de 
inhibición del crecimiento. La exactitud  y la precisión tanto del bioensayo validado para 
voriconazol como para posaconazol están dentro de los límites aceptados por la FDA y la EMA 
para la validación de métodos bioanalíticos (EMA, 2010; FDA, 2013). La exactitud y precisión  
muestran valores superiores a los obtenidos a través de  técnicas cromatográficas, pero siempre 
en los límites de validez que recomiendan las guías internacionales. La precisión es similar a 
otros bioensayos publicados, pero la diferencia fundamental con estos otros es el rango más 
amplio de concentraciones (0.25-16 mg/L) que abarcan los dos bioensayos validados en esta 
tesis (Adams, Steppe et al., 2006; Gage and Stopher, 1998; Pascual, Nieth et al., 2007; 
Steinmann, Huelsewede et al., 2011). 
A su vez, presentan ciertas desventajas respecto a los métodos cromatográficos. El bioensayo 
determina la actividad antifúngica de la muestra, pero no cuantifica ni identifica el fármaco 
responsable de tal actividad. Por lo tanto, cualquier fármaco o compuesto presente en la 
muestra, que tenga actividad antifúngica, puede modificar el diámetro de los halos de 
inhibición, dando un resultado erróneo para el antifúngico evaluado (Adams, Steppe et al., 
2006; Cendejas-Bueno, Cuenca-Estrella et al., 2013; Cendejas-Bueno, Forastiero et al., 2012; 
Gage and Stopher, 1998; Pascual, Nieth et al., 2007; Steinmann, Huelsewede et al., 2011). No 
se desarrolló un bioensayo para la monitorización de itraconazol debido a que las muestras de 
pacientes tratados presentan una combinación de itraconazol e hidroxiitraconazol, y no es 
posible determinar qué concentración de itraconazol y cuál de hidroxiitraconazol contribuye al 
efecto final. La terapia antifúngica combinada es otro factor que deber ser tenido en cuenta a la 
hora de evaluar muestras de pacientes con este tipo de tratamientos, debido a que los resultados 
obtenidos no serían representativos de la concentración del antifúngico a cuantificar. 
Por lo tanto, los bioensayos evaluados y validados demuestran ser  fiables, precisos y baratos 
para monitorizar azoles en laboratorios clínicos de hospitales  
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B.- Aplicaciones en análisis preclínicos, modelos animales. 
Una de las aplicaciones más interesantes de los métodos desarrollados son los estudios 
encaminados a establecer relaciones exposición-respuesta con antifúngicos. Este tipo de ensayos 
realizados en diferentes modelos experimentales, han contribuido a una mejor comprensión de 
estas relaciones. En este contexto, se aceptan como herramientas válidas para evaluar si el éxito 
clínico está únicamente relacionado con la susceptibilidad de la cepa causal o si a su vez está 
influenciada por  la cantidad de fármaco disponible (exposición). 
En esta tesis se han evaluado aspectos farmacocinéticos de posaconazol y voriconazol en dos 
modelos animales de aspergilosis invasora; un modelo murino clásico (rata wistar 
inmunodeprimida) y un modelo alternativo de invertebrado (Galleria mellonella) con el 
objetivo de establecer relaciones exposición-respuesta. La utilización de cepas de  Aspergillus 
fumigatus con perfil de sensibilidad diferente ha permitido avanzar en el establecimiento de 
correlaciones in vitro-in vivo con antifúngicos. 
El modelo invertebrado de  Galleria mellonella ha mostrado ser un modelo válido para estudios 
de virulencia y actividad antimicrobiana Se acepta, por lo tanto, como un modelo aplicable al 
estudio de relaciones exposición-respuesta, pues permite a las diferentes cepas de Aspergillus 
fumigatus desarrollarse en el interior de la larva y al antifúngico enfrentarse a su diana fúngica. 
Igualmente la exposición evaluada para los dos azoles (AUC0-24h) en este modelo alternativo, es 
comparable a la publicada previamente en modelos diferentes. 
En el caso de voriconazol y posaconazol, las evidencias demuestran que el parámetro 
farmacodinámico que predice eficacia es el AUC0-24/CMI. Este parámetro ha sido evaluado en 
modelos murinos con cepas sensibles  y resistentes a azoles, encontrando que un AUC0-24/CMI 
próximo a 20 (17-22) para voriconazol (Courtney, Pai et al., 2003; Jeans, Howard et al.,2012; 
Mavridou, Bruggemann et al., 2010b)  y a 250 (167-321) para posaconazol (Courtney, Pai et al., 
2003; Howard, Lestner et al., 2011; Lepak, Marchillo et al., 2013; Mavridou, Bruggemann et 
al., 2010a) han sido establecidos como predictores de éxito terapéutico. En el modelo 
invertebrado desarrollado, se observó respuesta al tratamiento con voriconazol (aumento 
significativo de la supervivencia larvaria)  cuando la relación entre la exposición (AUC) y la 
CMI de la cepa infectante supero un valor de 16, Del mismo modo, en este modelo se encontró 
respuesta a posaconazol (aumento de la supervivencia) cuando el parámetro AUC0-24/CMI se 
cuantificó por encima de  477. 
  
Para el tratamiento de  cepas con CMI elevadas, la exposición requerida ha de ser mayor, en una 
relación que define el parámetro farmacodinámico estimado.  En este modelo encontramos  que 
larvas infectadas con cepas de Aspergillus que han mostrado un  patrón sensible (S) a azoles, 
   175 
 
respondían bien tras la administración de  dosis equivalente a la dosis terapéutica en humanos. 
Por el contrario, estas mismas dosis no fueron suficientes para alcanzar una respuesta 
equivalente en  larvas infectadas con cepas que mostraron un perfil de resistencia (R).   
El modelo clásico de aspergilosis invasora en rata demostró ser también de utilidad para evaluar 
parámetros farmacocinéticos, la exposición al fármaco y sirvió además para establecer la 
utilidad de dos herramientas diagnósticas, como son el índice de galactomanano y la carga 
fúngica (PCR-RT), para el seguimiento y la monitorización de la eficacia de un régimen de 
profilaxis.  
En el modelo de rata en el que se utilizó posaconazol como profilaxis, se observó que la 
exposición al fármaco era similar en los dos grupos de animales, tanto en el grupo de los 
infectados por la cepa resistente como los infectados por la cepa sensible. La dosis de 
posaconazol administrada como profilaxis mostró un potente efecto frente a la cepa de A. 
fumigatus susceptible (MIC<0.125mg/L; AUC0-24/CMI ratio=1235), produciéndose un descenso 
de la carga fúngica y del índice de galactomanano. Esto puede ser interpretado como ausencia 
de la progresión de la infección. Por el contrario, con la cepa resistente a posaconazol 
(MIC>8mg/L;AUC0-24/MIC ratio=5.13), no hubo descenso de los marcadores a pesar de que la 
exposición a posaconazol fue similar. Para mostrar eficacia frente a este tipo de cepas 
resistentes, la exposición que debe alcanzarse es mucho mayor a la de las cepas sensibles, y sólo 
puede alcanzarse con dosificaciones mayores de las que ahora mismo están autorizadas 
(Mavridou, Bruggemann et al., 2010a).  
La disposición y penetración en tejido  aporta información importante para entender la eficacia 
de este grupo de antifúngicos. Los ensayos realizados con posaconazol en el modelo de rata 
descrito, muestran que este antifúngico se acumula  en pulmón, alcanzando concentraciones 
superiores a las obtenidas en suero. Este aumento se relacionó con las dosis administradas, a 
mayor dosis, mayor concentración en tejido. La exposición en tejido (AUC y  Cmax.) demostró 
ser entre 1.4 y 3.2 veces superior a la encontrada en suero. 
  
C.-Aplicaciones en estudios clínicos, pacientes tratados. 
La variación inter e intraindividual es un hecho demostrado en los pacientes tratados con estos 
compuestos azólicos. Las causas ya se han descrito en la introducción de esta tesis. Es por lo 
tanto importante disponer de metodología que permitan evaluar esta variabilidad y dosificar en 
consecuencia.  
En los estudios realizados en pacientes tratados e incluidos en este trabajo de tesis, se evidencia 
una gran variabilidad de niveles sanguíneos, Se encontró una alta variabilidad entre diferentes 
grupos de poblaciones y dentro de cada grupo poblacional, entre los diferentes sujetos . Así 
   176 
 
mismo también se evidenció gran variabilidad entre las diferentes muestras de un mismo 
paciente.. Estas observaciones llevan a la conclusión de que cualquier modificación en la 
dosificación y/ o en la vía de administración justifica la monitorización de niveles sanguíneos de 
voriconazol, posaconazol e itraconazol (Hyland, Jones et al., 2003; Pascual, Calandra et al., 
2008; Trifilio, Pennick et al., 2007; Trifilio, Yarnold et al., 2009). En este contexto la 
disponibilidad de métodos analíticos fiables como los aquí expuestos constituyen herramientas 
necesarias e imprescindibles para manejar con eficacia tal variabilidad y dosificar en 
consecuencia. 
Monitorización de pacientes tratados con voriconazol. 
En el estudio realizado en pacientes tratados con voriconazol, analizados de manera 
retrospectiva y de los cuales se pudo recabar datos clínicos suficientes para extraer conclusiones 
respecto a la monitorización y su utilidad en la práctica clínica, se evidenció una alta proporción 
de muestras en los que los niveles cuantificados fueron subterapéuticos (43%), hecho también 
observado y descrito en la literatura (Berge, Guillemain et al., 2009; Pascual, Calandra et al., 
2008; Trifilio, Pennick et al., 2007). Las principales causas relacionadas de esta variabilidad son 
la biodisponibilidad, el incumplimiento, la pobre absorción del fármaco,  el estado funcional del 
hígado o  comedicaciones.  
Las relaciones obtenidas respecto a niveles y eficacia, confirman los datos publicados de manera 
previa a este estudio (Berge, Guillemain et al., 2009), los cuales sugieren un rango terapéutico  
entre 1 µg/mL y 6 µg/mL. Las asociaciones obtenidas en este estudio entre niveles valle y 
respuesta, proporcionan más datos a los ya existentes para apoyar la utilidad de la 
monitorización de voriconazol. La ausencia de respuesta fue más frecuente en los pacientes en 
los que los niveles valle estaban por debajo de 1µg/mL de manera persistente. 
En conclusión, hay suficientes evidencias que apoyan el uso de la monitorización de 
voriconazol como herramienta terapéutica en pacientes tratados o en profilaxis (Ashbee, Barnes 
et al., 2014). 
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Sección 2ª.- Recomendaciones actuales en la monitorización terapéutica de antifúngicos y 
futuro como herramienta terapéutica. 
Los beneficios de la monitorización deben ser analizados en función de qué ventajas aporta esta 
herramienta terapéutica en pacientes en los que se aplique con respecto a los pacientes en los 
que no. Para que la monitorización sea útil, ésta tiene que cumplir determinados criterios 
expuestos anteriormente en esta tesis. La monitorización de un fármaco debe ser considerada un 
proceso multidisciplinar, en el que estén implicados los diferentes profesionales que intervienen 
en el proceso, desde el personal de enfermería encargado de recoger la muestra, el analista que 
la procesa y  el especialista que interpreta el análisis, y finalmente el médico encargado de 
ajustar las dosis para conseguir la máxima eficacia del fármaco. 
En la actualidad existen evidencias científicas que apoyan el uso de la monitorización de 
antifúngicos triazólicos en pacientes en tratamiento y profilaxis. Guías prácticas publicadas 
recientemente han establecido recomendaciones sobre el uso de la monitorización de 
voriconazol. Dos de las más recientes, la publicada por la Sociedad Japonesa de Quimioterapia 
y por la Sociedad Británica de Micología Médica (Ashbee, Barnes et al., 2014; Hamada, 
Tokimatsu et al., 2013), recomiendan tanto las técnicas analíticas más adecuadas para realizar el 
análisis de voriconazol, posaconazol e itraconazol, como las indicaciones para la 
monitorización, basándose éstas en los grados de evidencia obtenidos de la revisión de la 
literatura.  
La monitorización es a día de hoy una herramienta terapéutica complementaria que ayuda a 
definir una exposición adecuada o inadecuada al fármaco. El desarrollo y validación de métodos 
de monitorización exactos, precisos y fiables como los desarrollados en este trabajo de tesis, 
permiten el ajuste de la dosis  para garantizar la adecuada exposición, aumentando las 
probabilidades de éxito y minimizar  el riesgo de toxicidad y efectos adversos.  En ocasiones las 
condiciones clínicas del paciente requieren una monitorización a demanda, así como una 
velocidad de respuesta que permita afirmar si hay una exposición correcta al fármaco. La 
transferencia de estos métodos a los centros de Sistema Nacional de Salud y no sólo su 
desarrollo en centros de referencia garantiza esa velocidad de respuesta y la toma de decisiones 
inmediata. El retraso en el inicio de una correcta terapia antifúngica, así como la exposición 
inadecuada al fármaco, se ha visto que están independientemente asociadas con el aumento de la 
mortalidad  debida a la EFI. 
Por otro lado, basadas en la experiencia, se están empezando a establecer estrategias de 
dosificación que ayudan a optimizar las dosis para alcanzar las concentraciones diana que 
aseguren la eficacia y minimicen los riesgos de toxicidad. La presencia en los centros del 
Sistema Nacional de Salud de un profesional con los conocimientos tanto metodológicos como 
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científicos y con la capacidad para integrar todo este conocimiento a la hora de la toma de 
decisiones que impliquen cambios en la terapia de los pacientes, es esencial para una 
optimización del tratamiento antifúngico. El contacto directo entre el analista, y el conocimiento 
por parte de este de toda la patología de base y tratamientos concomitantes del paciente, y el 
clínico es esencial para el abordaje del tratamiento de estos pacientes tan complejos. Para dar un 
buen uso y una correcta utilidad de la monitorización de antifúngicos azólicos, el conocimiento 
del proceso completo, incluida la farmacocinética (y sus variables más importantes), aspectos 
farmacodinámicos, así como de la literatura más relevante publicada al respecto, deben ser lo 
más completos posible. Para ello, todos los profesionales implicados en la toma de decisiones 
derivadas de la monitorización deben estar familiarizados y especializados con cada paso del 
proceso. De igual manera, la interpretación de los resultados debe ser realizada por un 
profesional con conocimientos en monitorización, ayudando sus recomendaciones a optimizar la 
terapia antifúngica con la finalidad de lograr una correcta exposición al fármaco con la menor 
toxicidad posible (Bruggemann and Aarnoutse, 2015).  
Son esenciales métodos analíticos válidos para aplicar a los resultados obtenidos nuevas 
herramientas informáticas para la optimización de dosificaciones de azoles. Estas herramientas  
están empezando a abrirse paso en la literatura científica como una alternativa válida a la hora 
de individualizar las dosificaciones y los intervalos de dosificación de los azoles. Los factores 
farmacocinéticos que varían de unas poblaciones a otras y que pueden ayudar a individualizar 
de manera real los regímenes de administración son la base para el desarrollo de estas 
herramientas. Hasta el día de hoy,  los estudios farmacocinéticos  y de eficacia se han realizado 
en poblaciones de pacientes muy heterogéneas, lo que no valida los parámetros 
farmacocinéticos y farmacodinámicos en poblaciones homogéneas. Es aquí donde los modelos 
animales tienen un papel importante, ya que en ocasiones no es posible hacer estudios en estas 
poblaciones, bien por número insuficiente de sujetos o bien por la complejidad  de los mismos. 
Estos modelos pueden ayudar a predecir parámetros farmacocinéticos/farmacodinámicos 
presentes en estas poblaciones. Estos datos pueden servir de orientación en el manejo de estas 
poblaciones, aunque evidentemente no de guía única. Una vez establecidos los valores de las 
concentraciones diana para cada población de pacientes, los factores individuales (como por el 
ejemplo el  genotipo metabolizador de enzimas metabolizadoras,  las comorbilidades asociadas, 
las comedicaciones, etc…), y los factores farmacodinámicos (concentración mínima inhibitoria 
de la levadura o el hongo filamentoso que infecta al paciente), deben integrarse para ayudar a 
establecer una terapia dirigida individualizada, en la que el paciente obtiene el máximo 
beneficio de la administración del fármaco antifúngico. Se elaborará, por lo tanto, un “traje 
terapéutico” hecho a medida para cada individuo. 
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Hay ciertos aspectos en la monitorización de azoles que no han sido del todo aclarados. El 
estudio de los diferentes genotipos metabolizadores y su influencia en las concentraciones de 
voriconazol y de las interacciones farmacológicas de éste, abren un nuevo frente de 
investigación para la optimización terapéutica. La identificación de nuevas interacciones podría 
proporcionar nuevos datos sobre las rutas de metabolización de los fármacos implicados. En 
cuanto a qué tipo de muestra es la mejor para realizar la monitorización y los tiempos de 
muestreo, parecen claras las recomendaciones expuestas por diferentes sociedades y grupos de 
expertos. En el caso concreto de voriconazol, la concentración en el valle refleja la exposición al 
fármaco  y es la medida de exposición al fármaco más fácilmente interpretable (Ashbee, Barnes 
et al., 2014) . En el caso de posaconazol e itraconazol, la concentración valle también refleja 
bien la exposición. Las evidencias más recientes apuntan a que éste valor que representa la 
exposición (concentración valle) tiene que considerarse en función de la CMI del 
microorganismo causante de la infección, ya que ésta es un determinante importante de la 
relación exposición-respuesta (Ashbee, Barnes et al., 2014). El tratamiento de cepas con CMIs 
más elevadas requiere exposiciones mayores para alcanzar el efecto terapéutico deseado. 
Así mismo las concentraciones en momentos distintos al valle (pico) pueden ser útiles para 
monitorizar otros procesos como la absorción. Queda por definir el papel de la determinación de 
estos antifúngicos en otros fluidos biológicos diferentes a suero y plasma y su interpretación 
(Ashbee, Barnes et al., 2014). Hasta ahora la experiencia y los estudios realizados son escasos, y 
debido a la dificultad de realizarlo en pacientes (necesidad de técnicas invasivas para la 
obtención de muestras biológicas), es en este punto donde los modelos animales aportan 
información que puede ser útil de trasladar al paciente en tratamiento y profilaxis con estos 
fármacos, y que permiten poner las bases para futuras investigaciones.  
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5.- Conclusiones. 
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1.- Los métodos cromatográficos desarrollados para cuantificar itraconazol, su metabolito 
hidroxiitraconazol, voriconazol y posaconazol cumplen con los criterios de recomendados en los 
procesos de validación de métodos bioanalíticos. Han demostrado ser métodos fiables, y 
reproducibles para la monitorización de estos antifúngicos en muestras de suero de pacientes 
tratados.  
2. Los métodos microbiológicos desarrollados para cuantificar voriconazol y posaconazol 
cumplen con los criterios de recomendados en los procesos de validación de métodos 
bioanalíticos. Han demostrado ser métodos fiables, y reproducibles para la monitorización de 
pacientes.  
3.- La validación cruzada entre métodos biológicos y métodos cromatográficos aporta un valor 
adicional positivo en cuanto a fiabilidad y reproducibilidad. Desarrollar e implementar métodos 
precisos, sensibles y exactos no es fácil. Estos deben someterse a procesos de validación 
complejos y a veces tediosos, así como estar sometidos a controles de calidad externos para 
detectar desviaciones en la calidad analítica y aplicar las mejoras y las medidas correctoras 
necesarias 
4. Los métodos desarrollados han demostrado ser herramientas útiles en ensayos preclínicos con 
modelos animales, para establecer relaciones exposición –respuesta con azoles. 
5- Los modelos animales presentados demuestran ser útiles en la evaluación de parámetros 
PK/PD y en la evaluación de correlaciones in vitro-in vivo. La emergencia de Aspergillus 
fumigatus resistentes a azoles pueden comprometer el tratamiento con estos fármacos, sobre 
todo con voriconazol y posaconazol como agente de primera línea para la prevención de 
infección fúngica invasora en pacientes de riesgo. En los modelos descritos se obtienen  
parámetros PK/PD similares a los descritos en la bibliografía, lo que permite establecer la 
validez de estos modelos como paso previo de cribado a la evaluación clínica  
5.- Las concentraciones séricas de los tres fármacos en los diferentes pacientes y en las 
diferentes muestras obtenidas de cada uno de ellos son muy variables, lo que unido a las 
características farmacocinéticas complejas justifican la monitorización de las concentraciones 
séricas de los tres fármacos. 
6. Estas metodologías aportan interesantes aplicaciones en el manejo y racionalización del 
tratamiento con antifúngicos azolicos, 
7.- La evaluación de la utilidad de la monitorización de voriconazol en pacientes en tratamiento 
presentada en esta tesis, muestra conclusiones interesantes que son corroboradas por 
publicaciones tanto previas como posteriores.  Por lo tanto nuestro estudio, pese al carácter 
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retrospectivo y la limitación en el número de pacientes corrobora la realidad actual de los 
resultados de la monitorización de voriconazol hasta el momento de su publicación. 
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